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Résumé 
Bien que la maladie d'Alzheimer (MA) soit la cause la plus fréquente de démence, les 
mécanismes qui sous-tendent les déficits cognitifs chez les patients restent mal connus. Afin de mieux 
comprendre les mécanismes cellulaires qui gouvernent le développement de la MA, nous avons utilisé 
des souris transgéniques (Tg2576 exprimant une protéine humaine mutée du précurseur du peptide 
amyloïde) qui développent des altérations phénotypiques mimant certains aspects de la MA. Au cours 
du développement de la MA, des niveaux élevés de peptides amyloïdes pourraient altérer la 
neurogenèse et provoquer un dysfonctionnement du réseau neuronal. Afin de tester cette hypothèse, 
nous avons quantifié la neurogenèse hippocampique des souris Tg2576 âgées de 3, 5 et 12 mois, âges 
correspondants à des étapes-clé du développement de la pathologie amyloïde dans ce modèle. En 
utilisant des méthodes immunohistochimiques, nous avons révélé que la neurogenèse hippocampique 
est altérée chez les jeunes souris Tg2576 (3 mois) et qu’un remodelage de l’équilibre 
excitation/inhibition du réseau neuronal de l'hippocampe, apparaissant dès 12 mois, pourrait contribuer 
aux déficits de mémoire. D’autre part, il a été suggéré que les facteurs environnementaux pourraient 
diminuer le risque et/ou ralentir le développement de la MA chez l’Homme. L’hypothèse de la 
«réserve cognitive» propose que les stimulations cognitives, l’éducation ou les loisirs, induisent des 
modifications durables du cerveau, le rendant plus résistant à la démence et aux atteintes cellulaires. 
Nous avons donc examiné s’il était possible de créer une réserve cognitive chez les souris Tg2576. 
Pour cela, elles ont été placées dans un environnement enrichi (EE) pendant 10 semaines à l'âge de 3, 
5 ou 10 mois ; puis les souris ont été remises dans leur cage standard jusqu'à l'âge de 13 mois, âge 
auquel on a étudié leurs capacités mnésiques. Par la suite, une analyse cellulaire de marqueurs de la 
MA et des réseaux neuronaux de l’hippocampe a été menée. L’exposition précoce à un EE restaure les 
performances de mémoire spatiale et non-spatiale et réduit la formation de plaques amyloïdes dans le 
cerveau. Une période limitée d’environnement enrichi serait donc suffisante pour induire des bénéfices 
cognitifs et ralentir l’amyloïdogenèse à long terme dans ce modèle murin. Cette étude propose ainsi 
qu’il existe des atteintes cellulaires durant la période asymptomatique de la MA et que des 
stimulations environnementales, lorsqu’elles sont précoces, permettent de retarder l’apparition des 
symptômes.  
 
Mots clés : maladie d'Alzheimer, souris transgéniques, environnement enrichi, peptide 
amyloïde, mémoire, hippocampe, réserve cognitive, Tg2576, neurogenèse adulte. 
  
Abstract 
Alzheimer’s disease (AD) is by far the most common cause of dementia.Characterization of the 
timing and nature of brain dysfunction is crucial to understand the mechanisms leading to cognitive 
deficits in AD. To get insight into the cellular mechanisms underlying the development of AD, we 
used the Tg2576 transgenic mice expressing a mutated human amyloid precursor protein. With age, 
these mice develop cognitive and memory deficits resembling AD. Here, we evaluated the progression 
of neuronal dysfunction in Tg2576 mice studied at 3, 5, 12 and 18 months, corresponding to 
milestones along the development of the amyloid pathology in this model. It was recently suggested 
that elevated levels of amyloïd peptide during AD may impair neuronal function by causing neural 
network dysfunction and altering adult neurogenesis.We found that Tg2576 mice develop a complex 
pattern of age-dependent anatomo-functional changes in their dentate gyrus, reflecting a profound 
remodeling of inhibitory and excitatory circuits. Moreover, we identified severe alterations of adult 
hippocampal neurogenesis in Tg2576 mice at young age. We gathered converging data indicating that 
in Tg2576 mice, the maturation of new neurons is altered, suggesting that their functional integration 
into hippocampal circuits may be compromised. Thus, disruption of adult hippocampal neurogenesis 
precedes profound network remodeling in Tg2576 mice and therefore, may account as an early event 
in the etiology of Alzheimer's disease. Ultimately, both events may constitute key components of 
hippocampal network dysfunction and associated cognitive deficits in these mice. Environmental 
factors have been suggested to impact the risk and development of AD. The “cognitive reserve” 
hypothesis proposes protective effects of complex experiences, such as sustained cognitive 
engagement and leisure activities, against dementia. Thus, cognitive stimulations during mid-life 
might induce long-lasting modifications of the brain, making it more resilient against dementia and 
degeneration. We investigated whether a limited period of enriched housing might be sufficient to 
induce long term cognitive and amyloidogenic effects. Tg2576 and non-transgenic control littermates 
were placed in environmental enrichment (EE) for 10 weeks at the age of 3, 5 or 10 months. After this 
transient exposure to EE, mice were returned to their home cage until the age of 13 months, when they 
were submitted to behavioral characterization followed by brain cellular analysis. We found that 
enriched housing of Tg2576 mice before amyloidogenesis onset restored normal memory 
performances in spatial and non-spatial tasks and decreased senile plaque formation in neo-cortical 
areas. A limited period of enriched environment may be sufficient to induce long term cognitive and 
amyloidogenic beneficial effects in a mouse model of AD. 
 
Key words: Alzheimer’s disease, transgenic mice, enriched environment, amyloid, 
memory, hippocampus, brain cognitive reserve, Tg2576, adult neurogenesis. 
  
  
  
Table des matières 
I. Introduction générale .................................................................................. 1 
1. La maladie d'Alzheimer ................................................................................................... 1 
1.1. Définition, symptômes, épidémiologie .................................................................................................. 1 
1.2. Comment la MA se traduit-elle au niveau cérébral ? ............................................................................ 2 
1.2.1. L’atrophie cérébrale ...................................................................................................................... 3 
1.2.2. Les dégénérescences neurofibrillaires .......................................................................................... 3 
1.2.3. Les plaques séniles ........................................................................................................................ 4 
1.2.4. Les atteintes cellulaires et synaptiques dans le cerveau .............................................................. 5 
1.2.5. Vers une vision intégrée des dysfonctionnements des réseaux neuronaux ................................. 8 
1.3. Le diagnostic de la MA et le stade MCI ................................................................................................ 10 
1.4. Facteurs de risques .............................................................................................................................. 13 
1.4.1. Les facteurs environnementaux ................................................................................................. 14 
1.4.2. Les facteurs génétiques .............................................................................................................. 19 
1.5. Théorie amyloïde de la maladie d’Alzheimer ....................................................................................... 21 
1.5.1. Origine du peptide β amyloïde ................................................................................................... 21 
1.5.2. L’hypothèse de la cascade amyloïde........................................................................................... 23 
1.5.3. Les formes solubles monomèriques et oligomèriques du peptide Aβ : à l’origine de l’atteinte 
neuronale 26 
1.6. Les souris modèles de la MA ................................................................................................................ 28 
1.6.1. Les différents modèles de la MA ................................................................................................ 28 
1.6.2. Le modèle murin de la MA de cette thèse : les souris Tg2576 ................................................... 29 
1.7. L'échec des traitements ....................................................................................................................... 31 
1.7.1. Les traitements disponibles et en cours d'évaluation ................................................................ 31 
1.7.2. Commentaires sur ces échecs ..................................................................................................... 33 
2. L'hippocampe ............................................................................................................ 36 
2.1. L'anatomie de l'hippocampe ................................................................................................................ 36 
2.1.1. Organisation des réseaux neuronaux ......................................................................................... 36 
2.1.2. Le gyrus denté ............................................................................................................................. 37 
2.2. Le rôle de l'hippocampe ....................................................................................................................... 40 
  
2.3. La neurogenèse dans l'hippocampe ..................................................................................................... 40 
2.3.1. Les mécanismes .......................................................................................................................... 42 
2.3.2. Le rôle de la neurogénèse hippocampique ................................................................................. 46 
2.3.3. La neurogenèse dans la MA ........................................................................................................ 47 
3. L’environnement enrichi ............................................................................................ 49 
3.1. Réserve cognitive et MA ...................................................................................................................... 49 
3.2. Les substrats de la réserve cognitive ................................................................................................... 50 
3.3. Paradigme de l'environnement enrichi ................................................................................................ 51 
3.4. Effets de l’environnement enrichi au niveau cellulaire ........................................................................ 52 
3.5. Effets de l’environnement enrichi sur la cognition .............................................................................. 53 
4. Objectifs des travaux de thèse ................................................................................... 55 
II. Matériel et Méthodes ............................................................................... 57 
1. Animaux .................................................................................................................... 57 
2. Hébergement ............................................................................................................. 57 
3. Tests comportementaux : labyrinthe aquatique de Morris (MWM) ........................... 59 
3.1. Principe ................................................................................................................................................ 59 
3.2. Dispositif expérimental ........................................................................................................................ 59 
3.3. Version non spatiale du labyrinthe aquatique ..................................................................................... 60 
3.4. Version spatiale du labyrinthe aquatique ............................................................................................ 61 
3.5. Test de rétention .................................................................................................................................. 62 
3.6. Analyse des paramètres comportementaux ........................................................................................ 62 
4. Etude anatomo-fonctionnelle .................................................................................... 63 
4.1. Injections du marqueur 5’-bromo-2 deoxyuridine (BrdU) .................................................................... 63 
4.2. Injections d’un vecteur viral fluorescent .............................................................................................. 63 
4.3. Perfusion et préparation histologique ................................................................................................. 64 
4.3.1. Perfusion intracardiaque ............................................................................................................ 64 
4.3.2. Obtention et conservation des coupes histologiques................................................................. 65 
  
4.4. Immunohistochimie en visible ............................................................................................................. 65 
4.5. Immunohistochimie en fluorescence ................................................................................................... 67 
4.5.1. Immunofluorescence de la GFP .................................................................................................. 67 
4.5.2. Triple marquage BrdU, NeuN, Doublecortine ............................................................................. 68 
4.6. Méthodes de quantification en microscopie ........................................................................................ 69 
4.6.1. Quantification en microscopie visible : noyaux BrdU+ et cellules Arc+ ....................................... 69 
4.6.2. Quantification de la densité du marquage NPY et CB ................................................................ 70 
4.6.3. Analyse phénotypique des cellules BrdU+ .................................................................................. 71 
4.6.4. Analyse morphologique des nouveaux neurones GFP+ ............................................................. 71 
5. Préparation des tissus pour le dosage biochimique .................................................... 72 
6. Analyse statistique et représentation des résultats ................................................... 74 
III. Résultats .................................................................................................. 75 
Chapitre 1. Altérations cellulaires progressives dans le gyrus denté de l’hippocampe chez 
les souris Tg2576 : altération précoce de la neurogenèse adulte et remodelage du réseau 
neuronal avec l’âge ........................................................................................................... 75 
1. Introduction ........................................................................................................................................ 75 
2. Manuscrit soumis ................................................................................................................................ 77 
3. Résultats complémentaires ............................................................................................................... 103 
4. Conclusion ........................................................................................................................................ 105 
Chapitre 2. Création d'une réserve cérébrale à l'origine d'une récupération fonctionnelle 
chez les souris Tg2576 grâce à l’exposition à un environnement enrichi .......................... 109 
1. Publication: Transient enriched housing before amyloidosis onset sustains cognitive improvement in 
Tg2576 mice .............................................................................................................................................. 110 
2.  Résultats Complémentaires ............................................................................................................... 126 
3. Discussion ......................................................................................................................................... 130 
IV. Discussion et conclusion......................................................................... 133 
  
Références bibliographiques ....................................................................... 147 
Abréviations ................................................................................................ 173 
 
  
1 
 
I. Introduction générale 
1. La maladie d'Alzheimer 
1.1.  Définition, symptômes, épidémiologie 
La maladie d'Alzheimer a été décrite pour la première fois en 1906, par Aloïs Alzheimer, 
psychiatre et neuropathologiste allemand (Alzheimer, 1907). Son étude s'est basée sur l'observation 
d'une patiente de 51 ans, Augusta D., qui présentait une dégradation progressive des facultés 
cognitives avec perte d'orientation, aphasie, hallucinations auditives, confusion mentale, et délires 
paranoïaques. Lors de l'étude post mortem du cerveau, Alzheimer a pu observer une atrophie cérébrale 
et des atteintes cellulaires grâce aux nouvelles techniques histologiques de l’époque (coloration à 
l’aniline et imprégnations argentiques). Il nomma cette affection cérébrale « maladie particulière du 
cortex cérébral », avant qu’elle ne soit renommée « maladie d’Alzheimer ».  
Cette maladie, identifiée par l'acronyme MA dans la suite de ce mémoire, est une démence 
d’origine neurodégénérative qui se traduit par une perte progressive et irréversible des cellules 
nerveuses. Le terme de démence désigne une détérioration globale des fonctions intellectuelles avec 
un retentissement sur la vie quotidienne. La MA se caractérise par une diminution progressive des 
capacités cognitives avec des pertes de mémoire qui surviennent précocement (amnésie antérograde 
puis rétrograde), mais aussi des problèmes d’apprentissage, de langage, associés à des troubles 
psycho-comportementaux. La description des troubles cognitifs caractérisant la MA telle que l’avait 
faite le Dr Alzheimer, était d'une grande précision, et reste valide aujourd'hui. La maladie conduit les 
patients, dont la durée moyenne de survie est de 8 à 12 ans à partir du diagnostic, à la dépendance puis 
inévitablement, à une mort prématurée. 
Parmi les différentes maladies neurodégénératives, la MA est une des premières causes de 
démence chez l’adulte. En effet, le nombre de patients atteints de la MA représente environ 60% des 
malades, le pourcentage restant correspondant à d'autres pathologies neurodégénératives : pathologie 
vasculaire, démence à corps de Lewy ou encore démence fronto-temporale (voir le diagramma 
d'illustration, d'après Niedowicz et al., 2011) (Figure 1). Les valeurs sont équivalentes dans le World 
Alzheimer Report 2009.  
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Figure 1. Diagramme illustrant la 
répartition des différentes maladies 
neurodégérnératives (d’après Niedowicz 
et al, 2011) 
 
 
 
Aujourd’hui, avec le vieillissement de la population, il y a près de 35 millions de personnes 
vivant avec une démence dans le monde. D’après les estimations, ce chiffre passera à 65 millions en 
2030 (Alzheimer’s Disease International-World Alzheimer Report 2011). En France, la MA touche 
850 000 personnes et on dénombre environ 220 000 nouveaux cas par an (d’après des données 
épidémiologiques françaises issues de l’étude PAQUID et de l’association France Alzheimer). C’est 
une des premières causes de démence chez l’adulte âgé en France. Le pourcentage de malades 
augmente régulièrement avec l’âge, facteur de risque majeur : 0,6% entre 65-69 ans jusqu’à 22,2% 
après 90 ans. Compte tenu de l’allongement de l’espérance de vie et du vieillissement de la population, 
une forte augmentation du nombre de cas est à prévoir dans les années à venir. La prévalence et la 
charge économique et sociale que la MA fait peser sur la société en font un enjeu majeur de santé 
publique. 
1.2.   Comment la MA se traduit-elle au niveau cérébral ? 
L’étude histologique post-mortem des cerveaux des patients atteints révèle trois types de lésions 
bien spécifiques : l’atrophie cérébrale, les dégénérescences neurofibrillaires et les plaques séniles 
(Thompson and Vinters, 2012). Ces signes histopathologiques, qui avaient déjà été observés par 
Alzheimer en 1907, sont toujours considérés comme les principales atteintes cellulaires de la MA. 
Toutefois, les avancées de la science ont permis de disséquer plus finement la composition de ces 
lésions caractéristiques et d'identifier d’autres altérations neuropathologiques. Il est également observé 
une perte synaptique, une perte sélective du système cholinergique et, dans certains cas, la présence de 
corps de Lewy (Giasson et al., 2003; Hansen et al., 1993). Ces principaux marqueurs 
histopathologiques sont décrits ci-dessous. 
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1.2.1.  L’atrophie cérébrale 
Les autopsies des patients atteints de la MA ont révélé une caractéristique macroscopique 
évidente : une atrophie cérébrale. Le cerveau présente une perte de poids d’environ 30% et un 
élargissement des ventricules et sillons corticaux particulièrement dans les régions du langage et de la 
mémoire (Figure 2). L’atrophie cérébrale est due à une perte neuronale sévère qui concerne 
particulièrement les neurones corticaux et affecte principalement les neurones cholinergiques. Parmi 
les régions les plus touchées, on peut citer le cortex entorhinal (Gomez-Isla et al., 1996), l’hippocampe 
(West et al., 1994), ou encore l’amygdale (Herzog and Kemper, 1980). L’étude de l’atrophie des 
structures cérébrales peut être réalisée par imagerie in vivo chez les patients et permet de suivre 
l’évolution de la pathologie (Macdonald et al., 2012; Thompson and Vinters, 2012). Actuellement, la 
cause de cette perte neuronale est très discutée. Certains scientifiques ont proposé que la perte des 
cellules nerveuses était liée à des dépôts intracellulaires de la protéine tau, alors que pour d’autres, elle 
serait associée à la toxicité du peptide amyloïde. Les connaissances actuelles relatives à ces deux 
atteintes cellulaires sont présentées en section 1.2.2 ci-dessous. Les autres atteintes cellulaires et 
synaptiques liées à la neurodégénérescence observée dans la MA et une vision globale des 
dysfonctionnements des réseaux neuronaux seront discutées dans la section 1.2.5. 
1.2.2.  Les dégénérescences neurofibrillaires 
Au niveau cellulaire et moléculaire, les dégénérescences neurofibrillaires (ou DNF) constituent 
un des deux types de lésions principales (Figure 3).  
 
Figure 2. Photographies de coupes coronales de cerveau humain sain (gauche) et atteint de la MA 
(droite) illustrant l'atrophie cérébrale, caractéristique de la pathologie. On peut remarquer l'extrême 
atrophie au niveau de la formation hippocampique (flèches rouges). (D'après Niedowicz et al. 2011)  
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Figure 3. Illustration d'un marqueur histopathologique de la MA : les dégénérescences 
neurofibrillaires, révélées ici avec un marquage à l'imprégnation argentique sur une coupe de cerveau 
d'une personne atteinte de la MA (d’après Niedowicz et al. 2011). 
 
Ce sont des inclusions filamenteuses, constituées d’appariement en hélice de filaments 
protéiques, qui s’accumulent dans le corps cellulaire des neurones. Ces lésions intraneuronales sont 
formées par des agrégats de protéines Tau anormalement phosphorylées (Buee et al., 2000; Goedert et 
al., 1989; Mandelkow and Mandelkow, 2012). La protéine Tau, appartenant à la famille des protéines 
associées aux microtubules (MAP), est fortement exprimée dans les neurones. En conditions 
physiologiques, Tau est une protéine soluble qui participe à l’assemblage des microtubules et à leur 
stabilisation. Son activité est régulée par ses différents degrés de phosphorylation (Kopke et al., 1993). 
En condition pathologique, la protéine Tau perd sa solubilité, forme des structures filamenteuses et est 
anormalement phosphorylée sur certains résidus. Tau n’est alors plus capable de se lier aux 
microtubules, ce qui génère une instabilité microtubulaire et une dégénérescence axonale (Bramblett et 
al., 1993; Crespo-Biel et al., 2012). 
1.2.3.  Les plaques séniles 
Le deuxième marqueur neuropathologique caractéristique de la MA est constitué par les plaques 
séniles (Figure 4). Ces plaques sont des dépôts extracellulaires compacts et sphériques dus à 
l’accumulation d’une petite protéine (d'environ 4KDa) appelée peptide β-amyloïde (ou peptide Aβ) 
qui forme des fibrilles longues et insolubles selon une conformation en feuillets β (Glenner et al., 
1984). Le peptide amyloïde que l’on trouve dans les plaques est principalement de 40 acides aminés 
(Aβ40) ou de 42 acides aminés (Aβ42). Il est issu du clivage d’un précurseur : l’APP (précurseur de la 
protéine amyloïde). La périphérie de ces lésions présente une couronne de prolongements en 
dégénérescence chargés de protéines Tau et une réaction inflammatoire locale (Frautschy et al., 1998) 
Alzheimer, 1910). Les plaques séniles captent diverses molécules et notamment des métaux comme le 
fer (Collingwood et al., 2008) ou le zinc (Stoltenberg et al., 2005). Ces lésions sont habituellement 
retrouvées dans l’hippocampe et certaines régions corticales et sous-corticales. Bien que l’étiologie de 
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la MA reste obscure, une des principales hypothèses encore dominantes est celle de la cascade 
amyloïde. Cette hypothèse suggère que le peptide amyloïde est le facteur principal de la MA. Elle 
propose que le peptide β-amyloïde et ses différents états d’agrégations (jusqu’à la formation de 
plaques séniles) seraient à l’origine des atteintes cérébrales et la cause des déficits cognitifs chez les 
patients atteints de la MA. La plupart des études en laboratoire, y compris ce travail de thèse, sont 
basées sur cette théorie. Ce sujet sera discuté plus en détails dans la partie 1.5.  
 
1.2.4.  Les atteintes cellulaires et synaptiques dans le cerveau 
Chez les patients atteints de la MA, les pertes neuronales touchent progressivement l’ensemble 
du cerveau, et plus particulièrement le cortex entorhinal et l’hippocampe (Braak and Braak, 1991). 
L’importance de ces deux régions pour les processus d’apprentissage et de mémorisation est bien 
établie (Dickerson and Eichenbaum, 2010). Ainsi les atteintes cellulaires seraient à l’origine des 
dysfonctionnements de ces structures et donc à l'origine des troubles mnésiques observés dans la MA. 
Plus précisément, les déficits cognitifs dans les maladies neurodégénératives sont la conséquence 
d’atteintes se situant à différents niveaux, du moléculaire au réseau neuronal, induisant un 
dysfonctionnement des structures cérébrales (Figure 5). Chez les patients atteints de la MA, les déficits 
mnésiques sont d’autant plus importants qu’ils s’accompagnent d’atteintes cellulaires et de 
changements de plasticité synaptique incluant des altérations de la formation des contacts synaptiques, 
des changements de morphologie des épines dendritiques, et des contacts synaptiques aberrants (Palop 
et al., 2006; Scheff and Price, 2003). Des dérégulations du fonctionnement des neurotransmetteurs et 
 
Figure 4. Illustration des plaques amyloïdes, marqueur histopathologique de la MA, révélées ici par 
marquage au nitrate d’argent (gauche, barre d'échelle 20µm) et par immuhistochimie anti-Aβ 
(droite, barre d'échelle 1mm) sur coupe de cerveau d'un patient atteint de la MA. (D’après Niedowicz 
et al. 2001) 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3: illustration des plaques amyloïdes, marqueur histopathologique de la MA. D'après Niedowicz et 
al.2011).  
6 
 
des récepteurs synaptiques sont également à l’origine de dysfonctions synaptiques et empêchent la 
bonne transmission nerveuse. 
 
Par exemple, une étude a montré une réduction de près de 25% de la synaptophysine, une 
protéine des vésicules présynaptiques, dans le cortex préfrontal de patients en phase précoce de la MA 
(Masliah et al., 2001). D'autre part, des études se sont intéressées à l’action du peptide amyloïde (Aβ), 
constituant des plaques séniles, sur le fonctionnement synaptique. Des études in vivo et in vitro ont 
démontré que l'Aβ est capable de modifier la transmission glutamatergique et la potentialisation à long 
terme (LTP) en réduisant l'activation des récepteurs NMDA (N-méthyl-D-aspartate) et AMPA (α-
amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazole propionate), favorisant les processus de dépression à long 
terme (LTD) au détriment de la LTP, et entraînant les pertes synaptiques (Chapman et al., 1999; Li et 
al., 2009; Marchetti and Marie, 2011; Mucke et al., 2000; Mucke and Selkoe, 2012; Shankar et al., 
2007; Walsh et al., 2002a; Walsh et al., 2002b). Par exemple, des altérations des courants post-
synaptiques (Chapman et al., 1999; Shankar et al., 2007) se produisent en partie en raison de 
 
 
Figure 5. Les atteintes neurodégénératives affectent l’activité neuronale à différents niveaux, 
allant du moléculaire au structurel. Les maladies neurodégénératives induisent des altérations au 
niveau des voies moléculaires, des synapses, des populations neuronales et des réseaux neuronaux, 
mais également au niveau des circuits entres les structures cérébrales. Un dysfonctionnement à un 
de ces niveaux va également induire un dysfonctionnement des autres niveaux, créant ainsi un 
cercle vicieux. Un paramètre unique à l’origine des ces altérations est ainsi difficile à déterminer. 
L’hypothèse proposée par JJ Palop est que le peptide amyloïde affecterait les processus neuronaux 
à tous ces niveaux, ce qui serait à l’origine d’une activité neuronale anormale et des troubles 
cognitifs dans la MA (D’après Palop et Mucke, 2010). 
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l'endocytose de récepteurs au glutamate NMDA (Snyder et al., 2005) et des récepteurs AMPA (Hsieh 
et al., 2006). De plus, l'activité synaptique module la production de peptide amyloïde, qui en retour 
contrôle l'excitabilité neuronale : cet Aβ induit une LTD qui peut être inhibée par un antagoniste des 
récepteurs NMDA (Kamenetz et al., 2003). Les mécanismes synaptiques induits par l'amyloïde sont 
complexes, selon le taux et les formes d'amyloïde. Mucke et Selkoe (2012) ont proposé des régulations 
possibles de la transmission synaptique au niveau pré et post synaptique par l’Aβ. Elles pourraient 
participer aux dysfonctions synaptiques observées dans la MA (Figure 6).  
Les cascades moléculaires qui induisent les déficits en récepteurs postsynaptiques et les 
dysfonctionnements synaptiques sont encore mal connues. D'Amelio et al. (2011), par exemple, ont 
mis en évidence dans un modèle de surexpression du peptide amyloïde une augmentation de l'activité 
de la caspase 3, à l'origine d'une activation de la calcineurine induisant la déphosphorylation des 
 
Figure 6. Régulations pré et post synaptiques de la transmission synaptique par l'Aβ. (A) relation 
hypothétique entre le taux d'Aβ et l'activité synaptique. Les niveaux intermédiaires d'Aβ 
augmenteraient l'activité présynaptique tandis que des niveaux hauts ou bas d'Aβ altéreraient 
l'activité par une induction de la LTD et la réduction de l'efficacité synaptique. (B) dans un ordre de 
grandeur physiologique, l'augmentation d'Aβ induirait d'abord une potentialisation des fonctions 
présynaptiques. (C) A des taux élevés, l'Aβ augmente les mécanismes de LTD, induisant ainsi une 
dépression post-synaptique et une perte des épines dendritiques. (D'après Mucke et Selkoe, 2012). 
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récepteurs AMPA (sous unité GluR1) et leur retrait des sites post-synaptiques. Dans ce modèle, cette 
cascade d'évènement est à l'origine de problèmes mnésiques, d'une baisse de densité synaptique, d'un 
déficit de transmission glutamatergique et d'une augmentation de la LTD, car l'inhibition de l'activité 
de la caspase 3 restaure ces déficits. D’autres caractéristiques cérébrales ont été mises en évidence 
dans les cerveaux des patients, tels qu’une réaction inflammatoire et un stress oxydant localisés à 
proximité des plaques amyloïdes (Eikelenboom et al., 2008; McGeer and McGeer, 1995; revue dans 
Verri et al., 2012). Ces deux processus sont à l’origine d’une augmentation de la sécrétion de 
cytokines, de protéases, et de radicaux libres, mais leur rôle pathogénique ou au contraire 
neuroprotecteur sur les dysfonctions neuronales et la mort cellulaire dans la MA reste à déterminer 
(Akiyama et al., 2000). 
1.2.5.  Vers une vision intégrée des dysfonctionnements des réseaux neuronaux 
Le réseau cholinergique semble être particulièrement sensible aux atteintes neurologiques dans 
la MA. En effet, les modèles animaux de la MA montrent une perte des terminaisons cholinergiques à 
proximité des plaques séniles (Luth et al., 2003) et une altération globale des fibres cholinergiques 
corticales chez les animaux âgés (Klingner et al., 2003). La proposition d'une origine cholinergique 
des déficits cognitifs liés au vieillissement et à la MA date d'une quinzaine d'années, mais 
l'impossibilité de la proposer comme facteur unique de causalité a réduit l'intérêt pour ce qui a été 
appelé «l'hypothèse cholinergique». Du fait de cette hypothèse, les premiers et la plupart des 
médicaments visant à réduire les effets de la MA sont des agonistes cholinergiques ou des 
anticholinestérases (pour revue, Martorana et al., 2010).  
D'autre part, des fluctuations des capacités cognitives des patients atteints de la MA, au cours 
d'une même journée, ont été observées par les cliniciens et les aidants (personnes s'occupant des 
personnes atteintes de troubles neurodégénératifs), avec par exemple des phases d'apathie ou de 
confusion et des moments de lucidité et de plus grande attention (Bradshaw et al., 2004). Comme le 
déclin neurologique évolutif caractéristique des maladies neurodégénératives est associé à une perte 
neuronale, les variations des performances cognitives des patients ne peuvent être expliquées par la 
seule hypothèse de la perte neuronale. Il est peu probable que des changements du nombre de cellules 
neuronales entrent en jeu pour les fluctuations rapides et réversibles des fonctions neurologiques et/ou 
cognitives. Au-delà des altérations anatomiques, des mesures d'activité cérébrale par IRM 
fonctionnelle ont révélé des modifications dans l'activité des réseaux de neurones chez les patients 
atteints de la MA et les personnes à risque de développer la maladie (Bejanin et al., 2012; Pariente et 
al., 2005; Schwindt and Black, 2009). Dans les études cliniques, il s’agit tantôt d'hypoactivation 
(Johnson et al., 2006; Machulda et al., 2003) tantôt d'une augmentation de l'activité de l’hippocampe et 
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de structures corticales, chez des patients atteints de la MA ou susceptibles de la développer par 
rapport à des témoins du même âge (Celone et al., 2006; Dickerson et al., 2005; Pariente et al., 2005; 
Quiroz et al., 2010; Yassa et al., 2010). D’après certaines études, il semblerait que l’hyperactivation de 
l’hippocampe apparaisse dans les phases précoces du développement de la MA, et qu’elle soit suivie 
par une hypoactivation lorsque la pathologie progresse (Celone et al., 2006; Dickerson et al., 2005). 
Les raisons de ces variations d’activité en IRMf sont mal connues. Ces fluctuations reflètent 
probablement des ajustements complexes dans les molécules, les cascades de signalisation, des 
modifications synaptiques, ou encore l’activité des réseaux neuronaux (Palop et al., 2006). Des 
hypothèses proposent que l’augmentation d’activité reflète une excitotoxicité à l’origine de la perte 
neuronale et de la perte de fonction de la structure cérébrale, ou bien que l’augmentation de l’activité 
serait un moyen compensatoire pour maintenir les fonctions mnésiques (Pariente et al., 2005; pour 
revue, Sperling et al., 2010). Conformément aux données électrophysiologiques et biochimiques 
obtenues dans des modèles animaux de la MA, ces variations d'activité suggèrent que la MA n'est pas 
simplement le résultat d’une baisse d'activité neuronale et une perte des neurones, mais plutôt d’une 
activité neuronale anormale au sein des réseaux. Cette activité neuronale pourrait altérer les fonctions 
synaptiques et les processus d'apprentissage, de mémoire et d'autres fonctions cognitives (Marchetti 
and Marie, 2011; Palop and Mucke, 2010a) (Figure 5).  
 
 
Figure 7. Schéma de l’hypothèse développée par Palop décrivant 
un mécanisme à l’origine des déficits mnésiques (Palop et al, 
2007) 
 
 
 
 
J. Palop propose l’hypothèse que le peptide amyloïde, constituant des plaques séniles, induit une 
excitotoxicité du réseau neuronal, conduisant à une activité aberrante des neurones (Figure 7). La 
stimulation excessive des neurones pourrait se traduire par une excitotoxicité, ce qui contribue sans 
doute à la neurodégénérescence dans la MA (Hynd et al., 2004). Des mécanismes compensatoires 
inhibiteurs se mettraient alors en place pour compenser cette activité aberrante. Globalement, ce 
remodelage des neurones conduirait à une déstabilisation du fonctionnement du réseau à l'origine des 
problèmes d'apprentissage et de mémoire. 
Plusieurs études impliquant des modèles de souris mimant une forme sévère de la pathologie, 
c'est à dire, des souris présentant une augmentation importante et précoce de la production d'Aβ et 
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l'apparition accélérée des plaques amyloïdes (comme les souris APP/PS1dE9 (Minkeviciene et al., 
2009) ou encore les souris hAPPJ20 (Palop et al., 2003; Palop et al., 2007; Sun et al., 2009) ont 
confirmé cette hypothèse.  
Il est intéressant d’ajouter que la MA est associée à une incidence accrue de crises d'épilepsie 
(Armon et al., 2000; Risse et al., 1990), ce qui est plus évident chez les patients atteints de la forme 
précoce de la maladie (Amatniek et al., 2006; Larner and Doran, 2006; Palop and Mucke, 2009). Cette 
propension aux crises d'épilepsies témoigne d'une activité aberrante des neurones et d'une 
excitotoxicité cellulaire. Dans les modèle murins de MA surexprimant le peptide amyloïde, des 
électro-encéphalogrammes (EEG) et des mesures électrophysiologiques ont montré que les modèles 
reproduisent cette activité aberrante et une tendance aux crises épileptiformes (Busche et al., 2008; Del 
Vecchio et al., 2004; Minkeviciene et al., 2009; Verret et al., 2012). Ces nouvelles connaissances 
permettent d'envisager de nouvelles approches thérapeutiques (Palop et al., 2006; Palop and Mucke, 
2009). 
1.3.  Le diagnostic de la MA et le stade MCI 
Le diagnostic de la MA repose essentiellement sur des critères cliniques, un examen 
neuropsychologique et comportemental, sur l’histoire de la maladie, et l’entretien avec l’entourage. Le 
principal symptôme qui permet de diagnostiquer la MA est la perte progressive de la mémoire. Il est 
suivi d'une dégradation de l'ensemble des fonctions cognitives menant à un stade démentiel, à partir 
duquel l'autonomie est altérée. En France, un patient sur deux n’est pas diagnostiqué et les diagnostics 
interviennent trop tard, car les signes cliniques sont souvent confondus avec des manifestations du 
vieillissement normal (Delacourte, 1998). De plus, des erreurs de diagnostic sont faites, la MA étant 
souvent confondue avec d’autres maladies dégénératives comme la démence frontotemporale ou la 
démence à corps de Lewy (Delacourte, 1998). Jusqu’à très récemment, seule une analyse post-mortem 
des lésions anatomopathologiques présentes permettait de valider définitivement le diagnostic 
clinique. Ainsi, dans le doute et dans l'attente de cette confirmation, la MA est généralement désignée 
par le terme de démence de type Alzheimer. Différents critères ont été mis en place afin d'identifier, au 
sein de l'ensemble des troubles cognitifs apparaissant avec l'âge, ceux qui vont probablement aboutir à 
une MA (Swerdlow, 2007). Les troubles cognitifs liés à la MA se mettent en place plusieurs années 
(10 à 20 ans) avant que le diagnostic clinique ne soit établi (Figure 8). Cette phase est appelée pré-
clinique ou asymptomatique. Durant ce stade, les lésions cérébrales apparaissent silencieusement. 
Progressivement, quelques symptômes plus ou moins décelables émergent comme des oublis 
fréquents, l’égarement des objets, le manque de mots, l’humeur changeante… Une hypothèse suggère 
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que des mécanismes de compensation neuronaux interviendraient durant cette phase pour compenser 
les pertes. 
Par la suite, les premiers troubles mnésiques apparaissent chez des personnes non démentes 
durant une période appelée prédémentielle ou prodromale. Les patients sont alors à un stade de « mild 
cognitive impairment » (MCI) (trouble cognitif débutant). L’état de MCI est mis en évidence lors d’un 
examen clinique, notamment à l’aide du test appelé Mini Mental State Exam (MMSE) (Derouesne et 
al., 1999). Ce test comporte différentes questions ou tâches explorant les troubles de l’orientation dans 
l’espace, la mémoire, l’attention, le langage et l’exécution d’actes moteurs. Ce test permet notamment 
de révéler des troubles de mémoire à court terme, de mémoire épisodique, d’apprentissages, de 
l’attention… Des manifestations comportementales peuvent également apparaitre : l’anxiété, le stress, 
la dépression, le désintérêt, qui résultent notamment de la prise de conscience des déclins. Il est 
considéré que ces manifestations cliniques apparaissent lorsque les lésions cérébrales ont atteint le 
seuil symptomatique et que les mécanismes compensatoires deviennent insuffisants. La MA est 
finalement diagnostiquée lorsque le score du test MMSE devient très faible et que les déclins cognitifs 
ont un retentissement sur l’autonomie de la personne, et lorsque le patient présente une aggravation 
des pertes de mémoire et une détérioration des symptômes comportementaux décrits ci-dessus. 
Globalement, les symptômes comportementaux augmentent en fréquence à mesure de la progression 
de la maladie. Néanmoins, les malades peuvent manifester des symptômes comportementaux 
(agressivité, agitation, errance, comportements culturellement inappropriés…) et psychologiques 
(anxiété, humeur dépressive, apathie, hallucinations, idées délirantes, ou encore des changements de 
personnalité) à tous les stades de la maladie (Lopez et al., 2003). 
 
Figure 8. Déclin cognitif dans la MA. (D’après Swerdlow, 2007). 
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Les patients MCI ont des taux de conversion vers la MA plus élevés que la population normale 
(25-30% des MCI évolueraient vers une MA) (Petersen et al., 2001). Toutefois, le concept de MCI a 
été remis en cause, notamment pour son manque de précision et parce qu’il ne permet de pas de poser 
un diagnostic fiable de l’origine des troubles cognitifs. En effet, les individus MCI peuvent par la suite 
développer différentes maladies : la MA bien sûr, mais également la démence vasculaire, la démence 
fronto-temorale ou encore la démence à corps de Lewy. Ainsi l’amélioration de la recherche des 
symptômes permettrait d’améliorer le diagnostic. La combinaison de différents tests de mémoire, la 
recherche d’anomalies anatomiques par imagerie cérébrale, ainsi que la recherche de biomarqueurs via 
le prélèvement de liquide céphalorachidien permettent désormais de caractériser une évolution vers 
une MA (Craig-Schapiro et al., 2009; Dubois et al., 2007; Mayeux and Schupf, 2011). Les principaux 
biomarqueurs, ainsi que leurs techniques de dosages et leur évolution en fonction de la pathologie, 
sont présentés dans les revues de Craig-Schapiro et al. (2009) et de Blennow et al. (2012). Ils sont 
également résumés sur la figure 9. Il s'agit, par exemple, d'évaluer in vivo la présence de peptide 
amyloïde par une technique de marquage de l'amyloïde (à l’aide du PIB, Pittsburgh Compound B, par 
exemple), et détection en imagerie cérébrale (par TEP, Tomographie par Emission de Positrons), ou 
encore de prélèvements de liquide céphalorachidien (LCR) et de dosage du peptide amyloïde et de la 
protéine Tau phosphorylée. L'évolution de ces biomarqueurs peut être suivie au cours du 
développement de la pathologie. On sait par exemple que la quantité de peptide amyloïde soluble 
diminue dans le LCR conjointement avec l'accumulation en plaques dans le cerveau (Fagan et al., 
2006; Motter et al., 1995). Ce changement de la forme soluble dans le LCR vers une accumulation du 
peptide amyloïde en agrégats au niveau cérébral pourrait être un bon prédicteur du déclin cognitif 
(Fagan et al., 2007). 
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Figure 9. Relations possibles entre les variations de certains biomarqueurs en fonction de l'évolution 
de la MA. (D'après Craig-Shapiro et al.2009). 
 
L'identification de biomarqueurs de la MA peut permettre un diagnostic peu invasif et plus 
précis dans la période ante-mortem. En outre, ces marqueurs pourraient faciliter le diagnostic précoce 
et permettre l'identification des personnes atteintes de la MA en phases précliniques (ceux avec les 
atteintes neuropathologiques caractéristiques de la MA mais qui n'ont pas encore les symptômes 
cliniques). Un diagnostic précoce permettrait de tester des traitements au potentiel préventif, au lieu de 
tester des molécules chez des personnes qui présentent des symptômes importants et des atteintes 
tissulaires trop avancées pour que les traitements aient un effet (Huang and Mucke, 2012). L’étude des 
biomarqueurs permet de suivre la progression de la maladie en fonction des traitements prescrits, et 
ainsi de faire progresser notre compréhension de la physiopathologie de la MA. 
1.4.  Facteurs de risques 
La MA est une pathologie complexe dont la cause reste inconnue. La grande majorité des cas de 
la MA (environ 95%) est sporadique (d’étiologie inconnue) mais il existe des formes familiales à 
début précoce (avant 60 ans) qui représentent moins de 5% des cas. L’âge est actuellement le plus 
important facteur de risque connu, avec l’hérédité. Cependant, une multitude d’autres facteurs internes 
et/ou environnementaux sont suspectés d’induire ou d’accélérer le développement de la maladie. C'est 
le cas des prédispositions génétiques (allèle ε4 du gène de l’apoE), l’exposition à certains métaux, 
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l’alimentation, la dépression, ou encore l’activité physique et le niveau d’études (pour revue, Barnes 
and Yaffe, 2011). Cette section présente une revue des principaux facteurs identifiés à ce jour comme 
étant associés à la MA ou pouvant y contribuer. 
1.4.1.  Les facteurs environnementaux 
La grande majorité des cas de MA est d'origine non connue, ou en tout cas indépendante d'un 
facteur génétique. Cela laisse à penser que l'influence de l'environnement au cours de la vie de 
l'individu est primordiale. En particulier, un argument fort en faveur de la présence de facteurs de 
risques liés à l'environnement repose sur l'existence de jumeaux monozygotes chez lesquels une MA 
se déclare à plusieurs années d'intervalle. Des études montrent que l'expression de la pathologie peut 
être variable en fonction de l'exposition environnementale (Raiha et al., 1997). Plusieurs facteurs liés à 
l'environnement ont été mis en cause, mais il ne s'agit pour l'instant que de simples hypothèses, toutes 
les études n'étant pas convergentes. Le cumul de plusieurs facteurs de risque, et probablement leur 
interaction avec certaines prédispositions génétiques, pourrait être à l'origine de la vulnérabilité de 
certains individus face aux processus d'un vieillissement cérébral pathologique. La MA est ainsi 
considérée comme une pathologie aux origines multifactorielles. Parmi les nombreux facteurs de 
risque, les principaux sont discutés ci-dessous de façon succincte. 
 
 Les traumatismes crâniens 
L’association entre traumatisme crânien et risque accru de MA a été démontré par un certain 
nombre d'études, et le risque de développer la MA est plus fort lorsque le traumatisme date de moins 
de dix ans (Guo et al., 2000; Plassman et al., 2000; Schofield et al., 1997). Cette association est basée 
sur les observations selon lesquelles un dépôt amyloïde se produit dans le tissu cérébral de patients 
traumatisés, particulièrement chez les personnes âgées, favorisant ainsi une addition des risques. Un 
traumatisme cérébral va provoquer divers phénomènes dont des altérations du cytosquelette, une 
inflammation, un stress oxydatif, une hypoxie et souvent une accumulation du peptide amyloïde, qui 
peuvent contribuer au développement d’une démence et en particulier de la MA (Guo et al., 2000; 
Plassman et al., 2000; Sivanandam and Thakur, 2012). 
 
 L'exposition à l'aluminium et aux autres métaux 
D'autres facteurs environnementaux comme l'alimentation et l'exposition à certains composés 
alimentaires ont été proposés. Certains métaux sont particulièrement surveillés du fait de leur large 
présence dans l’alimentation et l’environnement, et de leur association avec certains marqueurs 
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neuropathologiques. La dérégulation de l’homéostasie des métaux, en particulier dans le cas des ions 
métalliques endogènes (cuivre, fer, zinc), ou du contaminant exogène (aluminium), a suscité l'intérêt 
des chercheurs qui étudient l'étiologie de maladies neurodégénératives et la pathogenèse de la MA 
(pour revue, Zatta et al., 2009). L’implication possible des métaux a été mise en avant par des études 
in vitro montrant que ces métaux induisaient l’agrégation du peptide amyloïde (Mantyh et al. 1993).  
Le zinc et le cuivre sont capables d’induire une précipitation du peptide amyloïde, et leur co-
libération avec le glutamate au niveau de certaines synapses glutamatergiques pose la question de son 
rôle dans la formation des plaques séniles et des dysfonctionnements synaptiques (Atwood et al., 
2000). De plus, par rapport au zinc, le cuivre et le fer ont un fort potentiel oxydo-réducteur pouvant 
créer un stress oxydatif important par la production de radicaux libres (Crouch et al., 2008). Le rôle de 
l’aluminium, proposé depuis les années 1970, est quand à lui controversé. D'une part car les preuves 
manquent pour prouver son implication dans la MA, d'autre part car les mécanismes biochimiques 
qu’il provoque sont mal connus. L'aluminium est un métal neurotoxique, et il a été montré qu’il 
s'accumule avec les plaques amyloïdes et la protéine Tau (Perl and Moalem, 2006; Shin et al., 1994). 
Son implication dans la pathologie est notamment remis en cause car l’aluminium présent dans 
l’alimentation est faiblement absorbé au niveau digestif, et qu’il passe difficilement la barrière 
hémato-encéphalique (Moore et al., 2000; Yokel, 2006). 
En résumé, il apparait que la dérégulation de l’équilibre de ces ions métalliques serait 
d’avantage un co-facteur plutôt que la cause de la pathologie, et leur implication dans l’accumulation 
des lésions cérébrales pose encore question. Leur contribution à la pathologie amyloïde et à la 
pathologie neurofibrillaire reste tout de même un axe de recherche pour des traitements (Tomljenovic, 
2011; Zatta et al., 2009). Des études indiquent que des stratégies thérapeutiques sont susceptibles de 
restaurer l’homéostasie des ions métalliques dans le cerveau de patients atteints de la MA et de souris 
modèles de la MA. Elles bloquent ainsi l’agrégation du peptide amyloïde et empêchent la formation 
des plaques amyloïdes, retardant les troubles cognitifs (Adlard et al., 2008; Opazo et al., 2003). 
 
 Le stress oxydant 
Le stress oxydant ou oxydatif est un type d’agression cellulaire dû à l’oxydation de composants 
cellulaires induisant leur perte de fonction physiologique. Les dommages sont majoritairement dus aux 
espèces actives de l’oxygène (EAOS), espèces chimiques radicalaires possédant un ou plusieurs 
électrons non appariés. Ces composés sont issus du métabolisme oxydatif mitochondrial, les 
mitochondries étant considérées comme la principale source intracellulaire d’EAOS. En faible 
quantité, ils ne sont pas toxiques pour les cellules, et ont même un rôle dans diverses cascades de 
signalisation et dans le fonctionnement cellulaire (Massaad and Klann, 2011). Toutefois, 
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l’augmentation excessive ou prolongée des EAOS peut conduire à un stress oxydatif (Massaad and 
Klann, 2011; Reddy and Beal, 2008; Valko et al., 2007). Le dommage oxydatif est impliqué dans le 
processus de vieillissement cellulaire par une combinaison de facteurs de vieillissement, y compris le 
raccourcissement des télomères, des dommages cellulaires et synaptiques, et l’activation de voies 
menant à l’apoptose (Droge and Schipper, 2007; Orrenius, 2007; von Figura et al., 2009). Certains de 
ces dommages oxydatifs, associés à des dysfonctionnements mitochondriaux, ont été trouvés dans le 
cerveau des personnes âgées, et chez les personnes atteintes de la MA (Mao and Reddy, 2011). Il a été 
montré en culture cellulaire et chez des souris modèles de la MA que le peptide amyloïde est capable 
d’induire la production d’EAOS, une augmentation de peroxyde d'hydrogène (H2O2), ainsi qu'une 
diminution de l'activité de la cytochrome C oxydase, enzyme de la chaîne respiratoire des 
mitochondries (Manczak et al., 2006). Les patients atteints de la MA présentaient quant à eux une 
augmentation de l’activité d’enzymes antioxydantes (telles que la catalase et la superoxyde dismutase) 
indiquant une possible réaction de défense en réponse à un stress oxydant élevé. Tout ceci suggère que 
les mécanismes oxydatifs contribuent aux atteintes pathologiques (Manczak et al., 2006; Marcus et al., 
2006; Massaad, 2011). La production de radicaux libres par Aβ peut également intervenir lors de 
perturbations de l'homéostasie des ions métalliques, comme le cuivre et le fer. Une stratégie 
thérapeutique à multiples facettes utilisant une thérapie qui vise Aβ et les dommages oxydatifs 
mitochondriaux pourrait ainsi être envisagée (Mao and Reddy, 2011). 
 
 Les hormones féminines 
Un facteur de risque important dans le développement de la maladie d'Alzheimer, au-delà du 
facteur âge, est le sexe des individus. En effet, l'incidence de la maladie est plus élevée chez les 
femmes que chez les hommes, et cela ne peut pas simplement être attribué à l'augmentation de 
l'espérance de vie des femmes par rapport aux hommes (Vina and Lloret, 2010). Une hypothèse 
concerne les composés oestrogéniques, qui auraient un effet neuroprotecteur contre la toxicité de la 
bêta-amyloïde (Brann et al., 2007; Goodman et al., 1996). Si cette hypothèse est vraie, la baisse de ces 
hormones lors de la ménopause pourrait contribuer à l’augmentation du risque de développer la MA 
chez les femmes (Janicki and Schupf, 2010). Cela a conduit à penser que des traitements hormonaux 
substitutifs de la ménopause pourraient prévenir la MA. Des études de suivi des femmes ayant pris ces 
traitement hormonaux ont montré des effets contradictoires sur le ralentissement du déclin cognitif et 
le risque de développer la MA : certains sont positifs, d’autres sans effets, selon le type de traitement 
prescrit (œstrogène seul ou œstrogène et progestérone associés) et la durée de prise de ces hormones 
(pour revue, Janicki and Schupf, 2010). D’avantage d’expériences et d’essais cliniques doivent être 
menés afin d'identifier les conditions pour lesquelles les composés oestrogéniques pourraient être 
utiles pour prévenir ou traiter la MA. 
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 La dépression 
La dépression, ainsi que la démence, (incluant la MA), ont un impact sur la vie quotidienne des 
personnes âgées, réduisant fortement leur qualité de vie. Les symptômes dépressifs sont fréquents dans 
la MA et surviennent chez environ 20 à 30% des sujets (Powlishta et al., 2004). Certains symptômes 
utilisés pour diagnostiquer la dépression chez les personnes âgées (tels que l'apathie, la baisse de 
motivation, la perte d'intérêt, et une diminution d'énergie) sont retrouvés chez les patients atteints de la 
MA.  
Concernant un rôle éventuel de la dépression dans l’étiologie de la MA, certaines études 
suggèrent qu'elle pourrait être un symptôme prodromal de la MA, ou bien un facteur de risque. Cette 
question reste toutefois en suspens (Tsuno and Homma, 2009). À ce jour, il n'existe pas de preuve que 
la dépression aggrave de manière significative la déficience cognitive dans le cas de la MA, ou que la 
dépression seule peut causer la démence (Mintzer and O'Neill, 2011; Powlishta et al., 2004).  
 
 Le niveau socioprofessionnel et éducatif 
Plusieurs études épidémiologiques, y compris l'étude PAQUID, ont montré une prévalence plus 
élevée de la MA dans les catégories socioprofessionnelles moins favorisées. Il est toutefois difficile de 
distinguer les effets de l'éducation des effets de l'environnement, comme par exemple l'alimentation et 
la pollution. Il est intéressant de mentionner ici l'étude américaine NUN-STUDY (littéralement « étude 
des nonnes »), qui a analysé une série de paramètres chez des nonnes âgées ayant vécu cinquante ans 
ou plus dans un même environnement. Les auteurs ont identifié une corrélation positive entre la 
densité d'idées et la complexité grammaticale de récits écrits par les nonnes à leur entrée dans les 
ordres (à l'âge de 25 ans environ), et leurs capacités cognitives à des âges compris entre 75 et 93 ans. 
Un examen clinique et neuropathologique a confirmé cette corrélation en s'appuyant sur les critères 
cliniques de la MA (Butler et al., 1996; Snowdon et al., 1996). De plus, parmi les nonnes qui avaient 
des capacités linguistiques élevées lorsqu’elles étaient jeunes, certaines présentaient une fois âgées des 
atteintes cérébrales de la MA, mais sans manifestations cliniques (sans problèmes cognitifs ou 
mnésiques) (Iacono et al., 2009). Ceci suggère qu’un plus haut niveau intellectuel chez les individus 
jeunes permet de mieux résister aux atteintes cellulaires de la MA à un âge avancé. 
D'autres travaux ont montré l'influence de différents facteurs socio-économiques, tels que le lieu 
de vie, le nombre d'années d'éducation, le contexte familial, sur le risque de développer la MA (Hall et 
al., 2000; Moceri et al., 2000; Tyas et al., 2001). Il semblerait toutefois que l'accroissement du risque 
de démence soit mieux corrélé avec les facteurs éducatifs dans le jeune âge qu'avec le statut socio-
économique à l'âge adulte (Karp et al., 2004). L’influence des activités de loisirs et des activités 
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cognitivement stimulantes a également été étudiée et associée à un risque plus faible de démence et de 
MA (Scarmeas et al., 2001; Verghese et al., 2003). Par exemple, Scarmenas et al. (2001) ont montré 
que parmi près de 1800 sujets âgés suivis sur une période de 7 ans, ceux qui avaient un niveau 
occupationnel élevé (mesuré sur des activités comme la musique, le tricot, la marche, les jeux de 
cartes, le cinéma, etc…) étaient moins nombreux à présenter des symptômes de la maladie 
neurodégénérative que ceux qui avaient un niveau occupationnel faible. Ce risque était diminué de 
38%, et pour chaque activité supplémentaire, il diminuait de 8%. L’effet protecteur des activités 
stimulantes peut être expliqué par une atténuation des atteintes histologiques. Par exemple, une étude 
récente de Landau et al. (2012) a regardé si des activités cognitives et physiques qui dépendaient peu 
du statut économique (comme la lecture, l’écriture de lettres, jouer à des jeux, la marche, le cyclisme, 
etc…) et leur fréquence étaient corrélées à une plus faible quantité de peptide amyloïde chez les 
personnes âgées saines ou atteintes de la MA. Pour cela, une évaluation du taux d’Aβ cérébral grâce 
au marqueur PIB (Pittsburgh Compound B) a été réalisée in vivo chez des personnes jeunes, des 
personnes âgées mais en bonne santé, et des personnes atteintes de la MA. Une relation inverse 
significative a été trouvée entre les activités cognitives et l'absorption du PIB (plus les activités 
cognitives étaient importantes, moins les personnes présentaient une fixation du PIB; test de Spearman 
r=-0,37), suggérant que les facteurs comme le style de vie et un « engagement cognitif » élevé peuvent 
empêcher ou ralentir le dépôt de peptide amyloïde, et peut-être influencer l’apparition et la progression 
de la MA (Landau et al., 2012). De la même manière, une autre étude récente menée au États-Unis a 
montré que la quantité de PIB cérébral témoignant de la présence de peptide amyloïde était corrélée à 
des performances cognitives plus faibles chez des patients sains ou atteints de la MA. Cependant, cette 
corrélation peut être modulée par le niveau de scolarisation et le score de quotient intellectuel (Rentz 
et al., 2010). 
Un grand nombre d'études épidémiologiques supportent donc l'existence d'un lien inverse entre 
l'expérience et la démence. L'éducation, par exemple, constitue un facteur de protection contre la 
survenue de démences séniles telles que la MA. Cette protection a conduit à l'hypothèse de la réserve 
cognitive, qui implique que des personnes ayant une activité mentale soutenue au cours de la vie 
développent des connections neuronales plus robustes et plus élaborées qui peuvent supporter un plus 
grand nombre de dommages pathologiques avant de succomber à la maladie. Les différences 
interindividuelles de niveau d'éducation et d'expérience pourraient expliquer les différences 
d'apparition et d'évolution de la MA. Cette théorie sera développée dans la partie 4 de cette thèse. 
La diversité des facteurs de risques environnementaux associés à la MA montre l’aspect 
multifactoriel de cette pathologie. Globalement, de nombreux facteurs au cours de la vie jouent un rôle 
dans le vieillissement physiologique et pathologique, suggérant qu'en agissant sur eux, il serait 
possible de diminuer le risque de développer la MA. Malheureusement, ils ne sont pas les seuls à 
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participer à l’étiologie de la MA. Des facteurs génétiques et des prédispositions génétiques lui sont 
également associés. 
1.4.2.  Les facteurs génétiques 
Dans les rares cas familiaux de la MA étudiés, quatre gènes dont les mutations sont associées à 
la MA ont été identifiés. Trois de ces gènes sont impliqués dans les formes familiales de la maladie : 
les gènes de la protéine précurseur amyloïde (APP) et des présénilines (PS1 et PS2). Ces mutations 
ponctuelles de gènes sont toujours pathogènes et responsables de formes familiales à début précoce, et 
à transmission autosomique dominante. Elles se trouvent sur le chromosome 21 (gène de l’APP), 14 
(gène de la préséniline 1) et 1 (gène de la préséniline 2). Ces mutations déterminent une modification 
du métabolisme de l’APP avec une augmentation de la formation de protéines amyloïdes. 
Un dernier gène code pour un facteur de susceptibilité. Il s’agit du gène de l’apolipoprotéine E 
(ApoE). La sur-représentation de l'allèle epsilon 4 de ce gène est un facteur de risque des formes 
sporadiques de la MA. Actuellement, d’autres gènes de susceptibilité sont recherchés. 
 
 Le gène de l’apolipoprotéine E4 et son lien avec les pathologies vasculaires et 
métaboliques  
Les apolipoprotéines, en formant les lipoprotéines, interviennent dans le transport du 
cholestérol, de différents acides gras et de vitamines liposolubles dans le sang, entre les lieux 
d’absorption, de production, d’utilisation et de dégradation. Les lipoprotéines sont classées selon leur 
taille en lipoprotéines à haute densité (HDL), à densité intermédiaire (IDL) et à densité faible (LDL) 
ou très faible (VLDL). Ces lipoprotéines sont impliquées dans de nombreuses voies physiologiques, 
comme le métabolisme du cholestérol (constituant majeur des membranes cellulaires, et précurseur de 
nombreuses molécules : vitamine D, hormones stéroïdes), mais aussi pathologiques 
(hypercholoestérolémie, athérosclérose, maladies cardiovasculaires). 
Le gène codant apoE existe sous forme de trois variants alléliques dans la population humaine : 
apoE2, apoE3 et apoE4. L'allèle le plus fréquent dans la population générale est apoE3, mais l’allèle 
de l’apoE4 a attiré l’attention car il est largement surreprésenté chez les patients atteints de la maladie 
d'Alzheimer (Roses and Saunders, 1994). Cet allèle se retrouve dans 40 à 60% des personnes atteintes 
de la MA sporadique (Raber et al., 2004; Ward et al., 2012). Le mécanisme par lequel APOE4 
accélère la maladie est mal connu (Potter and Wisniewski, 2012), mais le polymorphisme affectant 
l'apolipoprotéine E (apoE) a été associé à une défaillance dans les mécanismes de clairance du peptide 
amyloïde (Jiang et al., 2008). Une étude récente a montré qu’un traitement, le béxarotène, permet de 
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diminuer les plaques amyloïdes de 50% et d’améliorer les performances cognitives chez des souris 
modèles de la MA, cet effet bénéfique étant dû à la régulation de l’apoE (Cramer et al., 2012; LaFerla, 
2012). De plus, l'apolipoprotéine E, qui joue normalement un rôle dans le transport du cholestérol et 
des lipides sous sa forme apoE4, prédisposerait les patients à une maladie vasculaire et à des taux 
élevés de cholestérol plasmatiques, deux facteurs de risques de la MA (Hofman et al., 1997; Kalaria et 
al., 2012; Maulik et al., 2012). Ainsi, l’allèle E4 est à la fois un facteur de susceptibilité génétique pour 
les formes sporadiques de la MA et un facteur de risque pour les pathologies vasculaires.  
Porter l’allèle apoE4 n'est ni nécessaire ni suffisant pour développer la maladie, mais la 
présence d'un tel allèle augmente significativement le risque. Ainsi, il est essentiel de prendre en 
compte ce facteur lors du développement de médicaments et de la mise en œuvre d'essais cliniques. 
Actuellement, le dépistage génétique de l’allèle e4 n'est pas pris en compte dans l’établissement du 
diagnostic. 
 
 Les mutations des gènes des présénilines PS1 et PS2 
Parmi les mutations de gènes incriminées dans les cas familiaux de la MA, on trouve les 
mutations des gènes codant pour les présénilines 1 et 2 (PS1 et PS2). Les présénilines sont des 
protéines transmembranaires exprimées de manière ubiquitaire dans le cerveau et les tissus 
périphériques (Lee et al., 1996). Elles sont impliquées dans 60-70% des formes familiales de la MA 
caractérisées par un début précoce (avant 60 ans). Leur mutation induit une forme autosomique 
dominante. Le gène codant pour la PS1 localisé sur le chromosome 14, est l’objet de nombreuses 
mutations de la PS. La contribution de la PS2 à la MA est moindre car les mutations de ce gène sont 
rares. Les mutations de PS1 sont des mutations faux-sens ou des mutations plus complexes comme la 
délétion de l’exon 9 de PS1 (PS1Δ9, Perez-Tur et al., 1995). Les patients présentant cette mutation 
développent une forme de la MA caractérisée par les DNF, une pathologie vasculaire, et des plaques 
amyloïdes de type « cotonneux » (Crook et al., 1998). La PS1 fait partie du complexe de γ-sécrétase, 
enzyme impliquée dans le métabolisme du peptide amyloïde. Les mutations de PS1 affectent 
spécifiquement l’activité γ-sécrétase et induisent l’augmentation de la production de peptide amyloïde 
de forme longue (42 acides aminés), considérée comme la plus neurotoxique par rapport à la forme 
courte (40 acides aminés) (Borchelt et al., 1996; De Strooper et al., 1997; Murayama et al., 1999). Il a 
été établi que les mutations des présénilines induisent une «perte de fonction» de l’activité γ-sécrétase. 
Cela se traduit par une digestion incomplète du précurseur du peptide amyloïde générant des 
fragments plus longs du peptide amyloïde. Les mutations des présénilines, en association avec des 
mutations de l’APP, ont permis de générer des modèles murins transgéniques qui développent la 
pathologie amyloïde. 
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 La mutation du gène du précurseur du peptide amyloïde (APP) 
Le gène précurseur du peptide amyloïde, situé sur le choromosome 21, fût le premier à être 
associé à une forme familiale de la MA (Goate et al., 1991). Il est composé de 18 exons, la séquence 
correspondant au peptide Aβ étant codée par les exons 16 et 17 (Crawford et al., 1991). À ce jour, de 
nombreuses mutations responsables des formes familiales de la MA ont été identifiées sur l’APP 
(http://www.molgen.vib-ua.be/ADMutations). Chacune d'elles porte le nom de l'origine géographique 
de la famille porteuse de la mutation (Suédoise, Indiana, Londonienne...). Ces mutations 
correspondent soit à des mutations ponctuelles, soit à des duplications du gène de l’APP. La plupart de 
ces mutations influencent le métabolisme de l’APP et conduisent à une augmentation de la production 
d’Aβ. Ces mutations ont été décrites chez des personnes atteintes de formes précoces de la MA, avec 
surproduction d’Aβ et apparition de plaques séniles. La mutation de l'APP est probablement la plus 
étudiée. Elle sert notamment à la construction de modèles murins génétiques pour l'étude de la MA et 
de la pathologie amyloïde. Mon travail de thèse s'est intéressé à la pathologie induite par cette 
mutation. La question de l'APP et ses dérivés sera abordée dans la section suivante. 
1.5.  Théorie amyloïde de la maladie d’Alzheimer 
1.5.1.  Origine du peptide β amyloïde 
L’APP et ses dérivés 
L’APP est une glycoprotéine transmembranaire composée d’une large partie extracellulaire et 
d’un petit domaine intra-cytoplasmique. Son gène est localisé sur le chromosome 21, et l’épissage 
alternatif de son pre-ARNm donne différentes isoformes de l’APP. L’isoforme de 695 acides aminés, 
appelée APP695, est prédominante dans le cerveau, et est la forme la plus étudiée dans le cadre de 
recherches sur la MA (Tanaka et al., 1989). Cette protéine semble être impliquée dans de nombreux 
processus cellulaires comme le transport axonal, l’adhésion cellulaire, la transcription de gènes et 
également dans la mémoire (pour revue, Turner et al., 2003; Tyan et al., 2012; Van Gassen et al., 
2000). Le rôle de l’APP est encore mal connu, et il reste à déterminer si c’est sa forme entière ou bien 
les fragments sécrétés issus de son métabolisme qui sont à l’origine de ses effets. La protéine APP 
mature est métabolisée par deux voies distinctes : une voie majoritaire ou non-amyloïdogène, 
considérée comme bénéfique car ne produisant pas d’Aβ, et une voie minoritaire ou amyloïdogène 
considérée comme pathologique (Figure 10). Ces deux voies se distinguent principalement par les 
enzymes qui clivent l’APP et par les métabolites produits. Elles donnent lieu à des fragments sécrétés 
solubles. 
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Figure 10. Schéma des voies amyloïdogènes et non amyloïdogènes. Ext : milieu estracellulaire ; Cyt : 
cytosol ; DR6 : Death receptor 6. (D’après Chow et al. 2010). 
 
La voie non amyloïdogène 
La voie constitutive (ou non amyloïdogène) est caractérisée par deux clivages par l’α-sécrétase, 
puis par la γ-sécrétase (Figure 10, à droite). Le clivage par l’α-sécrétase au niveau de la membrane 
cellulaire génère deux fragments : la partie APP soluble ou sAPPα (extracellulaire), et le fragment 
CTF83 intramembranaire qui sera le substrat de la γ-sécrétase. Le clivage par la γ-sécrétase libère 
ensuite le domaine AICD (APP Intracellular Domain) et le peptide P3 dont la fonction biologique est 
inconnue. 
Le rôle physiologique de l’sAPPα est peu connu mais est généralement considéré comme 
bénéfique pour les neurones (pour revue Turner et al., 2003). Il aurait un rôle important dans le 
maintien des structures dendritiques, la formation des synapses et la fonction synaptique car des souris 
dépourvues du gène de l’APP (APP KO) présentent une perte synaptique, une arborisation et une 
longueur des dendrites des neurones de l’hippocampe diminuées (Tyan et al., 2012). Il aurait 
également une action neurotrophique et neurprotectrice (Mucke et al., 1996), et interviendrait dans les 
processus d’apprentissage et de mémoire (Chow et al., 2010; Turner et al., 2003). Le fragment AICD 
agirait différemment du fait de sa localisation intracellulaire. Des études ont montré sa translocation 
nucléaire suggérant son rôle dans la régulation de la transcription (Konietzko, 2012). 
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La voie amyloïdogène 
La voie alternative ou amyloïdogène génère le peptide amyloïde-β (Aβ) par clivage de l’APP 
par la β-sécrétase (enzyme aussi appelée BACE-1 pour β-site APP Cleaving Enzyme 1) et la γ-
sécrétase (Figure 10, à gauche). Le clivage de l’APP par la β-sécrétase libère la partie APP soluble β 
(sAPPβ), et le fragment transmembranaire C99. Ce dernier est clivé par la γ-sécrétase qui libère le 
domaine AICD et le peptide Aβ (Checler, 1995).  
L’sAPPβ ne possèderait pas les effets neuroprotecteurs de l’sAPPα. Il serait impliqué dans la 
perte synaptique durant le développement des neurones et la destruction des axones par l’induction de 
la voie de la caspase 6 (pour revue, Chow et al., 2010). Quant au peptide Aβ, qui est au centre des 
recherches sur la MA, il se trouve majoritairement sous la forme de 40 acides aminés (Aβ1-40 ou 
Aβ40) mais 5 à 15% de la quantité totale de peptide Aβ produit est sous la forme plus neurotoxique de 
42 acides aminés (Aβ1-42 ou Aβ42). Il est intéressant de rappeler que les présénilines participent au 
complexe permettant l'activité γ-sécrétase. La mutation d’une des présénilines (PS1 ou PS2), comme 
observée dans certaines formes génétiques de la MA, affecte l’activité sécrétase se traduisant par une 
« digestion incomplète » de l’APP générant des fragments plus longs d’Aβ. Ainsi, cela induit une 
augmentation de la production d’Aβ42 et une diminution d’Aβ40 (augmentation du ratio Aβ42/Aβ40). 
Ce peptide s'agrège spontanément sous diverses formes qui coexistent : des oligomères de 2 à 12 
peptides, des fibrilles, et des feuillets qui constituent les fibres insolubles des plaques séniles (pour 
revue, Querfurth and LaFerla, 2010). Il est important de signaler que l'activité neuronale peut 
augmenter la production de peptide β amyloïde tandis que le blocage de l'activité neuronale a l'effet 
inverse (Kamenetz et al., 2003).  
1.5.2.  L’hypothèse de la cascade amyloïde  
L’hypothèse amyloïde repose sur la présence de plaques séniles dans le cerveau des patients 
atteints de la MA, plaques composées de dépôts compacts de peptides Aβ. Elle est également basée sur 
l’étude des formes génétiques de la MA pour lesquelles la mutation du précurseur du peptide β-
amyloïde (APP) induit la MA. Cette hypothèse propose que l’accumulation de fibrilles amyloïdes 
conduit, selon une séquence d’événements encore discutée, aux atteintes cellulaires et à la démence 
caractérisant le tableau clinique terminal des malades (Hardy and Higgins, 1992; Selkoe, 1991). La 
surproduction, ou bien un défaut de l’élimination de la forme longue du peptide beta amyloïde (Aβ 
42), produit du métabolisme de l’APP, conduirait à la formation de dépôts amyloïdes dont il est le 
constituant majeur (Hardy and Selkoe, 2002; Selkoe and Schenk, 2003) (Figure 11). La toxicité du 
peptide Aβ serait à l’origine des dégénérescences neurofibrillaires, de dysfonctions des neurones et des 
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synapses, de la perte neuronale, et enfin des symptômes de la démence (Hardy and Higgins, 1992; 
Hardy and Selkoe, 2002). 
Chez l'Homme, les recherches sur la protéine amyloïde ont fourni de nombreuses preuves que 
son accumulation dans le cerveau, et plus spécifiquement dans les structures cérébrales impliquées 
dans la mémoire, contribue fortement au développement de la maladie d’Alzheimer (Naslund et al., 
2000). Mais son rôle de molécule pathogène dans l’initiation de la MA est encore contesté et mal 
compris. Les controverses viennent du fait que dans les études, les méthodes d’analyse diffèrent. Elles 
sont basées sur différents protocoles, structures cérébrales, critères d'inclusion des sujets aux études. 
De plus, les cerveaux disponibles pour les analyses post-mortem proviennent essentiellement de 
patients en phase avancée de la pathologie, mais peu des phases précoces qui pourraient permettre 
d'élucider les évènements conduisant à la pathologie. Cependant, les analyses d'imagerie cérébrale 
permettant d'évaluer l'accumulation de peptide amyloïde in vivo, comme la technique de marquage au 
PIB en association avec une analyse par PET (Tomographie par Emission de Positrons), les dosages 
dans le liquide céphalorachidien de l'Aβ40 et Aβ42, puis les analyses histologiques, conduisent à 
penser que l'Aβ aurait un rôle crucial dans la pathologie. Afin de comprendre le rôle du peptide Aβ 
dans la MA, des modèles animaux expérimentaux, génétiques ou à injections de peptide amyloïde, 
reproduisant plus ou moins bien les différents aspects de la maladie, ont été développés.  
Les études sur les modèles animaux ont permis d'aborder des questions centrales telles que la 
production du peptide β amyloïde, l'évolution avec l'âge des dépôts amyloïdes et des déficits cognitifs, 
 
Figure 11. Schéma de la cascade amyloïde (d'après Herrup, 2010). 
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les liens entre troubles mnésiques et charge amyloïde, ou encore les effets cellulaires du peptide 
amyloïde. Par exemple, une étude récente a montré que l'injection répétée de peptide amyloïde Aβ42 
dans l'hippocampe de souris saines éveillées induit des caractéristiques proches de la MA, comme 
l'accumulation de Aβ, une phosphorylation anormale de Tau, une activation de la voie de la 
neurodégénérescence (voie de l'apoptose par le marquage de la caspase 3 activée) et un 
dysfonctionnement mnésique (Brouillette et al., 2012). Cela dit, beaucoup de preuves suggèrent que 
les synapses et les dendrites, les axones par lesquels les neurones envoient et reçoivent des signaux, 
sont particulièrement vulnérables à la MA. Les pertes de synapses et des épines dendritiques seraient 
mieux corrélées avec le déclin cognitif dans la MA que la perte de neurones (Palop et al., 2006; Terry 
et al., 1991). 
Il y a maintenant peu de doutes que les atteintes neuronales induites par l’accumulation du 
peptide Aβ soient à l’origine des déficits cognitifs et de mémoire caractéristiques de la MA. 
Cependant, d’autres cellules telles que la microglie, les astrocytes, les cellules endothéliales ou encore 
les cellules musculaires lisses du réseau vasculaire peuvent également être atteintes fonctionnellement 
et structurellement par les taux excessifs d’Aβ (Thal et al., 2008). Ces atteintes peuvent contribuer à 
modifier l’intégrité des réseaux neuronaux et aboutir aux caractéristiques histopathologiques de la MA 
(marqueurs d'inflammation, lésions microvasculaires). Chez les patients atteints de la MA, la réaction 
inflammatoire cérébrale associée aux plaques amyloïdes est caractérisée par une réactivité astrocytaire 
et gliale et la présence de médiateurs pro-inflammatoires (cytokines et interleukines comme le TNF-α, 
IL-1β, IL-6) (Akiyama et al., 2000; Kitazawa et al., 2004). Le système immunitaire, en conditions 
physiologiques, est essentiel pour le maintien de l'homéostasie du tissu et pour la réponse à l'infection 
ou à la lésion. L'inflammation a un rôle bénéfique par l'induction de processus de réparation tissulaire, 
de phagocytose de débris et de cellules en apoptose. En revanche, une réaction inflammatoire non 
contrôlée et chronique peut conduire à des effets neurotoxiques qui aggravent la pathologie 
neurodégénérative (Khandelwal et al., 2011). Dans la MA, l'existence d'une réaction inflammatoire 
latente associée au peptide amyloïde a conduit à l'hypothèse inflammatoire de la MA. Celle-ci suppose 
que la réaction inflammatoire contribuerait aux atteintes histopathologiques que des traitements anti-
inflammatoires ont tenté de diminuer (Akiyama et al., 2000; Streit et al., 2004).  
La diversité des atteintes neuropathologiques retrouvées dans la MA, ainsi que les nombreux 
mécanismes biochimiques par lesquels les différentes formes du peptide Aβ induisent les 
dysfonctionnements, et finalement la mort cellulaire, restent à définir. Les études basées sur 
l’hypothèse amyloïde fournissent des preuves suffisantes pour prouver que l’Aβ serait la principale 
cause déclenchant les atteintes associées à la MA. Mais l’Aβ est également produit en condition 
normale et joue un rôle physiologique. Par conséquent, de nombreuses questions sont toujours en 
suspens. Quels sont les facteurs qui conduisent à la production d'Aβ pathologique ? Quand est-ce que 
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l’Aβ se transforme en une molécule pathologique et pourquoi les mécanismes de protection et 
d’élimination des composés neurotoxiques ne sont pas plus efficaces ? Quelle est la cascade 
d'événements induite par Aβ ? Ces questions sont toujours sujettes à débat, et des études 
supplémentaires sont nécessaires pour établir un meilleur diagnostic de la MA et mettre au point des 
possibilités thérapeutiques. 
1.5.3.  Les formes solubles monomèriques et oligomèriques du peptide Aβ : à l’origine de l’atteinte 
neuronale 
L’idée selon laquelle la MA serait causée par les plaques séniles a été rapidement critiquée, non 
seulement par manque de preuves cohérentes, mais aussi par l’échec des traitements ciblant Aβ. D'une 
part, le nombre de plaques séniles ne corrèle pas avec le degré de sévérité de la démence chez 
l’Homme (Schneider et al., 2007; Terry et al., 1991) et certaines personnes présentant des plaques 
séniles à l’autopsie ne présentaient pas de déclin cognitif (Delaere et al., 1990). Par exemple, de 
récentes avancées dans les techniques de neuro-imagerie in vivo montrent que certains individus sans 
déficit cognitif possèdent des plaques séniles robustes (Villemagne et al., 2008). De plus, toujours in 
vivo chez l’Homme, un nombre croissant d'études montrent que l’apparition de troubles cognitifs et de 
changements morphologiques cérébraux seraient indépendants de l’accumulation du peptide amyloïde 
(Rabinovici and Jagust, 2009). D’autre part, l’apparition de plaques n’est pas non plus corrélée avec 
celle des déficits cognitifs dans les modèles animaux de la MA (Lesne et al., 2008), qui souvent 
montrent des déficits cognitifs bien avant l’apparition des dépôts amyloïdes (Lesne et al., 2006). 
La première version de l'hypothèse de la cascade amyloïde montrant les effets néfastes des 
plaques amyloïdes sur les dendrites, les axones et la glie entourant les plaques, était basée 
essentiellement sur la détection de plaques amyloïdes en microscopie optique (Hardy and Higgins, 
1992; Selkoe, 1991). Toutefois, la mise en évidence d’oligomères solubles bioactifs (par exemple, des 
dimères, trimères, tétramères, dodécamères, les oligomères supérieurs) dans des préparations de 
peptides Aβ synthétiques (Bitan et al., 2001; Kayed et al., 2003; Lambert et al., 1998), dans le milieu 
de cultures cellulaires (Podlisny et al., 1995; Walsh et al., 2002a), dans les cerveaux de modèles 
murins à mutation de l’APP (Kawarabayashi et al., 2001; Lesne et al., 2006; Shankar et al., 2009), et 
dans le tissu cérébral de patients atteints de la MA (Gong et al., 2003; McLean et al., 1999; Roher et 
al., 1996; Shankar et al., 2008) a suggéré que les fibrilles amyloïdes insolubles seraient des agrégats 
peu neurotoxiques et que les plaques pourraient être des réservoirs inactifs de ces formes solubles.  
Ces dernières années, des études biochimiques ont progressivement amené à considérer les 
formes oligomériques, facilement diffusibles, comme les formes les plus cytotoxiques (pour revue, 
Mucke and Selkoe, 2012) (Figure 12). La présence de ces peptides solubles serait primordiale lors des 
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étapes pré-symptomatiques de la MA (Haass and Selkoe, 2007). L’application d’oligomères d’Aβ in 
vitro ou in vivo a des effets neurotoxiques (Brouillette et al., 2012; Harper et al., 1997; Hartley et al., 
1999; Walsh et al., 1997). Contrairement aux plaques entières ou aux formes fibrillaires, les 
oligomères inhibent la potentialisation à long terme (LTP) (Shankar et al., 2008; Walsh et al., 2002a). 
De plus, les souris transgéniques pour le gène de l'APP montrent des anomalies électrophysiologiques, 
neuroanatomiques et comportementales avant l'apparition de dépôts visibles d’Aβ (Holcomb et al., 
1999; Hsia et al., 1999; Lesne et al., 2006; Mucke et al., 2000). 
 
Figure 12. Modèle résumant la relation 
entre la mémoire et les formes d’Aβ chez 
les souris transgénique modèle de la MA. 
L’hypothèse de la cascade amyloïde 
propose la conversion des formes 
monomériques d’Aβ (cercles) en petites 
associations (étoiles) qui seraient la 
cause des déficits mnésiques. Cette 
illustration contraste avec l’hypothèse 
classique dans laquelle les déficits 
mnésiques seraient dus aux altérations 
cellulaires induites par les plaques 
amyloïdes (explosions). Chez l’Homme, la charge amyloïde pourrait refléter la présence de petites 
formes oligomérisées d’Aβ, mais dans ce cas, il serait nécessaire de prendre en compte des facteurs 
influençant la charge amyloïde, tels que la durée de la maladie et d’accumulation d’Aβ, les taux de 
conversion entre l'Aβ soluble et insoluble, et le taux de dégradation de l’Aβ insoluble (d'après Ashe, 
2001). 
 
Cette nouvelle hypothèse amyloïde ne remet pas en cause la neurotoxicité des plaques 
amyloïdes elles-mêmes. En effet, il existe des preuves abondantes de l'existence de réactions 
inflammatoires, d'altérations neuritiques et pertes synaptiques dans le voisinage immédiat des plaques 
chez des personnes atteintes de la MA, ce qui suggère une diminution de l'efficacité de la 
neurotransmission le long de ces dendrites (Frautschy et al., 1998; Hyman et al., 1995; Koffie et al., 
2009; Spires-Jones et al., 2007). Globalement, ces études proposent que les plaques peuvent conférer 
une neurotoxicité locale dans le cerveau car elles sont à l’interface entre les formes solubles et les 
formes agrégées. De plus, les formes oligomériques solubles seraient d’avantage synaptotoxiques du 
fait de leurs capacités de diffusion et de mobilité. 
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1.6.  Les souris modèles de la MA 
1.6.1.  Les différents modèles de la MA 
La MA n'existe pas sous forme sporadique chez les animaux, sauf chez le microcèbe âgé 
(microcebus murinus), un primate non-humain. Afin d’étudier la MA, différents modèles de souris 
transgéniques ont donc été mis au point (Duyckaerts et al., 2008). La grande majorité de ces modèles 
murins fait écho de l’hypothèse amyloïde, et est basée sur l’expression des gènes APP, PS1 et/ou PS2 
humains sauvages ou mutés, seuls ou combinés, sous le contrôle de divers promoteurs. Les gènes 
mutés insérés dans le génome de ces souris sont souvent issus de mutations observées dans des formes 
familiales (génétiques) de la MA. C’est par exemple le cas des mutations de l’APP : mutations 
Swedish, London, Indiana…etc. Les modèles transgéniques simples, comme les souris des lignées 
Tg2576 (Hsiao et al., 1996), PDAPP (Games et al., 1995) ou APP23 (Sturchler-Pierrat et al., 1997) 
exprimant une protéine APP mutée, présentent une production accrue de peptide amyloïde 
s’accumulant en dépôts, avec des troubles de comportement, de l’apprentissage, de la mémoire et de la 
plasticité synaptique (Balducci and Forloni, 2011). En revanche parmi ces souris, aucune ne montre la 
présence de dégénérescences neurofibrillaires. Des modèles transgéniques doubles exprimant la 
protéine APP mutée ainsi qu'une préséniline mutée (APP-PS1) présentent un phénotype très similaire 
à celui des modèles simples mutés sur l'APP mais avec une accélération de l'accumulation de peptide 
amyloïde et une pathologie amyloïde précoce. Parmi ces modèles, nous pouvons citer les souris 
APP/PS1 (Borchelt et al., 1997; Garcia-Alloza et al., 2006). Des souris surexprimant des formes 
mutées de la protéine Tau ont aussi été générées et montrent une agrégation des protéines Tau et des 
dégénérescences neuronales (Duyckaerts et al., 2008). Enfin, certaines souris portent trois transgènes 
comme les souris 3xTgAD, exprimant les gènes humains APP(swe), PS1 et Tau (Oddo et al., 2003). 
Ces souris présentent un avantage sur les autres modèles car elles développent la pathologie amyloïde 
ainsi que des accumulations de protéine Tau, donnant des dégénérescences neurofibrillaires. Elles se 
rapprochent ainsi plus fortement de la maladie humaine sur le plan histologique. Ces animaux 
présentent aussi des troubles de mémoire et de plasticité synaptique dans l’hippocampe (Oddo et al., 
2003). 
Ces modèles murins sont intéressants car ils développent les symptômes de la MA de manière 
progressive et présentent certaines atteintes neuropathologiques, comportementales et cognitives bien 
caractérisées (Ashe, 2001; Janus and Westaway, 2001; Trinchese et al., 2004). De plus, chez 
l’Homme, les formes familiales à transmission autosomique dominante ne se distinguent pas des 
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formes sporadiques sur le plan clinique ou neuropathologique, si ce n'est par un début précoce 
d'apparition de la maladie. Ceci suggère qu'une meilleure compréhension des mécanismes impliqués 
dans les formes génétiques contribuera aussi significativement à la compréhension de la maladie dans 
les cas sporadiques. 
Une des limitations majeures de ces modèles est qu'aucun d’eux ne présente l’ensemble des 
signes neuroanatomiques et comportementaux observés chez l’humain. Et malgré plusieurs décennies 
de recherches, l'existence ou non d’un lien de causalité entre la présence de plaques séniles, la 
neurodégénérescence et les déficits mnésiques associés à la MA reste à déterminer. Bien que ces 
modèles murins soient imparfaits, ils restent néanmoins les seuls outils disponibles pour la 
compréhension des atteintes cellulaires in vivo et les tests pharmacologiques à objectif thérapeutique 
(Karran et al., 2011). Pour certains auteurs, ces modèles incomplets sont à l’origine des échecs des 
traitements médicamenteux testés chez l’Homme. Ceci sera discuté dans la partie 1.7.2.  
1.6.2.  Le modèle murin de la MA de cette thèse : les souris Tg2576 
Parmi les modèles animaux de la MA, le plus étudié est sans doute la souris Tg2576 (Hsiao et 
al. 1996), qui surexprime le gène humain de la protéine précurseur de l’amyloïde (APP) portant la 
mutation suédoise (APPswe, Lys670->Asn, Met671->Leu, double mutation) sous contrôle du 
promoteur de la protéine du prion de hamster. Cette mutation induit chez l’Homme une forme 
familiale précoce de la MA avec des symptômes comparables à ceux d’une MA sporadique. L’intérêt 
principal de ce modèle est qu’il développe une pathologie amyloïde progressive, avec l’âge de souris, 
et il permet donc de comparer les atteintes provoquées par la pathologie par rapport à celles d’un 
vieillissement physiologique. En effet, les souris Tg2576 développent une amyloïdose, ou pathologie 
amyloïde, avec l’âge, ce qui permet d’examiner les problèmes cognitifs et les lésions hippocampiques 
à des âges spécifiques correspondant à des étapes de la pathologie. Nous avons donc choisi de 
travailler sur ce modèle, plutôt que sur d’autres modèles développant une forme « agressive » et 
précoce de la pathologie amyloïde, comme les souris APP/PS1d9 ou les 3xTgAD. 
Il existe une accumulation de données sur les capacités cognitives et mnésiques, les niveaux 
d’accumulation du peptide amyloïde et les atteintes synaptiques et cellulaires de ces souris. Cependant 
tous les résultats ne sont pas concordants, et ce paragraphe tente de présenter une idée globale qui 
semble la plus consensuelle.  
 
 Chez les jeunes souris Tg2576, âgées de 3-4 mois, il était jusqu’à récemment considéré 
qu’elles ne présentaient pas de caractéristiques de la MA, et les études sur ce modèle portaient souvent 
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sur des souris plus âgées. Mais quelques études s’intéressant aux phases précoces de la maladie ont 
mis en évidence des atteintes comportementales et cérébrales chez ces jeunes souris. C’est le cas des 
études de D’Amélio et al. (2011) et Jacobsen et al.(2006) qui ont montré qu’à cet âge là, les souris 
Tg2576 présentaient des déficits mnésiques dans le test de conditionnement de peur au contexte, un 
déficit de LTP dans l’hippocampe, et une perte d’épines synaptiques des neurones de la couche 
granulaire et de la Corne d’Amon 1 de l’hippocampe. Ces souris ne présentent toutefois pas de plaques 
amyloïdes ni de problèmes cognitifs lorsqu’elles sont testées en piscine de Morris (évaluation de la 
mémoire spatiale) (Hsiao et al., 1996; Lesne et al., 2006; Mitchell et al., 2009; Westerman et al., 2002) 
ou en open-field (activité locomotrice) (Mitchell et al., 2009). On peut donc considérer que cet âge 
correspond aux phases précoces dans le développement de la pathologie amyloïde, et que ces souris ne 
présentent que des déficits mnésiques légers. 
 
 A l’âge de 5-7 mois, les souris ont des changements subtils d’apprentissage et de mémoire, et 
on observe des taux croissants des formes solubles du peptide amyloïde (Jacobsen et al., 2006; 
Kawarabayashi et al., 2001; Lesne et al., 2006; Mustafiz et al., 2011; Westerman et al., 2002). Une 
forme particulière d’accumulation extracellulaire d’Aβ a été trouvée chez les souris Tg2576 à partir de 
6 mois : il s’agit du peptide Aβ*56 (dodécamère de 56 kDa) (Lesne et al., 2006). La présence dans le 
cerveau d’Aβ*56 pourrait être responsable des déficits mnésiques observés chez les souris Tg2576 à 
un âge où il n’y a pas encore de plaques (Lesne et al., 2006). Cependant, il existe des différences non 
résolues concernant la nature biochimique précise des espèces synaptotoxiques trouvées dans les 
différentes études. Par exemple, la forme dodécamère de l’Aβ soluble dans du SDS, semblable à la 
forme Aβ56* trouvée chez ces souris, n’a pas été retrouvée dans des extraits cérébraux de patients 
atteins de la MA (Shankar et al., 2008), laissant encore une fois la question de la forme d’Aβ la plus 
toxique ouverte.  
 
 La présence d’Aβ conduit progressivement au niveau cortical et hippocampique à la formation 
d’agrégats de peptide Aβ insolubles. À l’âge de 9 mois, les souris Tg2576 sont alors atteintes d’un 
stade avancé de la pathologie amyloïde, avec une présence de plaques amyloïdes dans l’hippocampe et 
le néocortex, et des déficits mnésiques importants (Hsiao et al., 1996), (Kawarabayashi et al., 2001; 
King and Arendash, 2002; Lesne et al., 2006; Westerman et al., 2002). À un âge plus avancé (18 
mois), les souris Tg2576 présentent des déficits de mémoire importants et la charge en plaque continue 
d'augmenter (Apelt et al., 2004; Kawarabayashi et al., 2001; Lassalle et al., 2008). Outre l’amyloïdose, 
ce n’est qu’à partir de l’âge de 13 mois que les souris Tg2576 montrent aussi une astrogliose, de la 
microglie activée et des protéines Tau anormalement phosphorylées (Apelt and Schliebs, 2001; 
Frautschy et al., 1998; Hsiao et al., 1996; Irizarry et al., 1997). En revanche les souris Tg2576, même 
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âgées, ne présentent pas de perte neuronale (Irizarry et al., 1997), mais plutôt une baisse de la densité 
synaptique dans la couche moléculaire externe du gyrus denté de l’hippocampe, étroitement liée à la 
présence de dépôts d’Aβ (Dong et al., 2007).  
1.7.  L'échec des traitements 
A ce jour, après des décennies de recherche sur la MA, il n’existe malheureusement pas de 
traitements efficaces disponibles pour les patients touchés par la MA. Bien que plusieurs médicaments 
aient été approuvés, ils ne permettent que d’améliorer les symptômes de la maladie, et non de guérir. 
D’ailleurs, leurs actions ciblent certains symptômes de la pathologie, et non les causes de la 
pathologie. 
1.7.1.  Les traitements disponibles et en cours d'évaluation 
Les traitements médicamenteux disponibles ont pour but de traiter les troubles cognitifs liés à la 
MA et limiter leur aggravation. Ils agissent pour cela sur les processus pathologiques cérébraux 
(neurotransmission, cascade amyloïde). L'approfondissement des connaissances sur la MA a permis de 
développer des substances pro-cognitives en se basant sur l'hypothèse d'un déficit de la 
neurotransmission. Le système cholinergique est un des systèmes associés aux déficits des fonctions 
mnésiques. L'acétylcholine est normalement synthétisée dans les terminaisons nerveuses 
cholinergiques, et libérée dans l'espace synaptique pour se lier aux récepteurs cholinergiques post-
synaptiques (muscariniques et nicotiniques), ce qui permet la neurotransmission de l'influx nerveux. 
L'acétylcholine est finalement dégradée par l'action de l'acétylcholinestérase. Des inhibiteurs de cette 
enzyme ont donc été mis au point afin de bloquer la dégradation de l’acétylcholine. Quatre principaux 
inhibiteurs de l'acétylcholinestérase sont actuellement prescris pour le traitement de la MA. Il s'agit du 
Donépézil, de la Rivastigmine, la Galantamine et la Tacrine. Cette dernière est maintenant plus 
rarement utilisée en raison de son hépatotoxicité. Un autre dysfonctionnement de la neurotransmission 
glutamatergique a également été suspecté dans l'étiologie de la MA. Le glutamate est le principal 
neurotransmetteur excitateur du système nerveux central, intervenant dans tous les circuits 
fonctionnels (fonctions cognitives, régulations autonomes) et dans le développement cérébral 
(neurogenèse, migration cellulaire, synaptogenèse). L'excès de glutamate est toxique car il déclenche 
une entrée massive de calcium dans les neurones, entraînant leur mort par apoptose. Afin de contrer 
cette excitotoxicité observée dans les cas de MA, la Mémantine, antagoniste des récepteurs NMDA au 
glutamate, a été développée et a permis une nouvelle approche thérapeutique (Areosa et al., 2005; 
Mattson et al., 2004). Dans les essais cliniques, les inhibiteurs de l'acétylcholinestérase et les 
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antagonistes NMDA ont montré des effets bénéfiques, mais modestes, sur les scores aux tests 
cognitifs, et principalement dans les premiers stades de la pathologie. Les essais cliniques montrent de 
légères améliorations cognitives et du fonctionnement cérébral global chez les patients traités au 
donépézil (traitement le plus prescrit) par rapport au placebo, mais ces effets ne sont pas permanents et 
les patients présentent toujours un déclin des fonctions cognitives au cours du temps (Doody et al., 
2001). Une autre étude a rapporté des améliorations similaires sur les mesures de la cognition. 
Seulement, après deux ans de traitement, il n'y avait pas de différence dans l'avancement global de 
l'invalidité ou le taux d'institutionnalisation chez les patients traités au donépézil par rapport au groupe 
placebo (Courtney et al., 2004). Globalement, ces études montrent donc que les inhibiteurs 
d’acétylcholinestérases peuvent fournir de légers bénéfices sur les symptômes, mais n'offrent pas de 
remède à long terme. La faible efficacité de ces traitements, leur rapport bénéfice/risque défavorable et 
leur rapport coût-efficacité pourraient remettre en question leur prescription (Maggini et al., 2006; 
Martorana et al., 2010; Mount and Downton, 2006; Raina et al., 2008; Takeda et al., 2006).  
Suivant l’hypothèse de l’excitotoxicité du peptide amyloïde, des études prometteuses ont tenté 
de contrer les perturbations de l'activité du réseau neuronal qui peuvent être un contributeur majeur au 
développement de la MA. Les patients atteints de MA présentent une activité aberrante du réseau 
neuronal cortical et ont une incidence accrue de crises d'épilepsie (Amatniek et al., 2006; Sperling et 
al., 2010). Les souris transgéniques qui expriment l’APP muté ont des niveaux anormalement élevés 
d’Aβ dans certaines régions cérébrales et montrent une activité épileptiforme visible sur les 
enregistrements EEG (électro-encéphalogramme), ainsi que des déficits synaptiques et cognitifs 
(Minkeviciene et al., 2009; Palop et al., 2007). Néanmoins, afin de vérifier si l'activité anormale du 
réseau neuronal contribue aux déficits synaptiques et cognitifs induits par l’Aβ et si les médicaments 
antiépileptiques pourraient contrer ces déficits, des études ont traité des souris modèles de la MA avec 
des antiépileptiques (Mark et al., 1995; Sanchez et al., 2012). L’administration de Lévétiracétam a 
effectivement supprimé l’activité anormale des réseaux neuronaux, les troubles du comportement, des 
troubles cognitifs, le remodelage des circuits hippocampiques et les déficits synaptiques, ce qui 
suggère que ces altérations seraient liées à l'activité du réseau aberrant (Sanchez et al., 2012). 
L’utilisation d’antiépileptiques pourrait donc être une nouvelle stratégie thérapeutique chez l’Homme, 
d’autant plus qu’il possède déjà une AMM (autorisation de mise sur le marché). 
Plusieurs études ont tenté de cibler la composante inflammatoire de la MA. Dans ces études, les 
marqueurs neuropathologiques semblaient négativement corrélés avec l'utilisation de substances anti-
inflammatoires mais les résultats restent mitigés (Etminan et al., 2003; Hoozemans et al., 2003; 
Weggen et al., 2001). La réaction inflammatoire étant généralement localisée à proximité des plaques 
amyloïdes, elle ne pourrait être qu'un maillon de la cascade pathologique, et les traitements anti-
inflammatoires ne pourraient avoir qu'un rôle minime dans la détérioration des fonctions cognitives. 
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Enfin, divers autres traitements ont été expérimentés seuls ou en compléments des traitements pro-
cognitifs, tels que les médicaments à visée psychostimulante ou les antidépresseurs. Ces substances 
permettent d'améliorer l'état psychologique et les processus attentionnels des patients. Des extraits de 
ginkgo biloba et des vitamines (C ou E) ont été testés pour contrer le stress oxydant observé dans la 
MA, mais leurs effets bénéfiques sont encore à démontrer et ne semblent pas majeurs (Vina et al., 
2011). 
Les bénéfices limités des thérapies actuelles mettent en évidence la nécessité de développer de 
nouveaux médicaments. Plusieurs composés sont actuellement testés dans les essais cliniques (pour 
revue, http://www.alzforum.org/drg/drc/default.asp (Roberson and Mucke, 2006). Actuellement une 
recherche active porte sur des stratégies visant à réduire la pathogénicité du peptide amyloïde. La 
réduction de la quantité du peptide amyloïde par immunothérapie est une voie prometteuse et en cours 
d’essais cliniques (http://www.alzforum.org/drg/drc/default.asp, (Vellas et al., 2009). L'immunisation 
active avec du peptide Aβ42 a réduit les dépôts amyloïdes dans certaines régions du cerveau et 
amélioré certaines mesures cognitives chez les souris modèle de la MA (Galvan et al., 2006). Chez 
l’Homme, les tests ont été interrompus car une partie des patients vaccinés ont développé une 
méningo-encéphalite. Cette approche n’a pas été rejetée pour autant, et des études en cours tentent de 
comprendre ces échecs dans le but d’améliorer cette méthode (Wisniewski and Boutajangout, 
2010b,a). 
1.7.2.  Commentaires sur ces échecs 
Cent ans après la découverte de la MA, on déplore toujours l'absence de traitements efficaces. 
Beaucoup d’études sont basées sur des tests réalisés sur des modèles animaux de la MA. Ces modèles 
ont un rôle indispensable dans l’identification d’un grand nombre de voies cellulaires et moléculaires 
qui contribuent à cette maladie, offrant des possibilités thérapeutiques. Depuis la création des modèles 
murins de la MA, diverses pistes prometteuses de traitements ont été testées: les médicaments pro-
mnésiques, l’influence de l'alimentation (restriction calorique, curcumin, ginkgo biloba), les anti-
oxydants, les anti-inflammatoires, l'immunothérapie, les traitements hormonaux (oestradiol, 
mélatonine...), etc... Malheureusement, pour chacun d'eux, les essais cliniques chez l'Homme se sont 
avérés décevants. Pourquoi ces études ont-elles montré des effets bénéfiques chez les souris modèles, 
mais pas chez les patients atteints de la MA ? Selon certains auteurs, les modèles murins génétiques ne 
sont pas adaptés et l’utilisation de ces modèles serait en partie responsable de l’échec de la découverte 
de nouveaux médicaments (LaFerla, 2012; Zahs and Ashe, 2010) (Figure 13). Notamment, l’absence 
de perte neuronale et dans certains cas de DNF pourrait indiquer que ces souris sont des modèles de 
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phases précoces de la MA (Karran et al., 2011; Zahs and Ashe, 2010). Cela expliquerait que les 
traitements actuels ne soient efficaces que dans les premiers stades de la pathologie.  
De plus, ces modèles présentant une mutation d'un gène impliqué dans les formes génétiques de 
la MA ne sont que des modèles incomplets de la MA: ils ne représentent que certaines caractéristiques 
neuropathologiques de la MA et ne permettent pas l'étude de l'origine des formes sporadiques de la 
MA (voir Van Dam et De Deyn, 2006). Il est également important de noter que la plupart des modèles 
transgéniques ont pour but d'évaluer un facteur spécifique isolé. C'est à la fois un de leurs points forts 
et une faiblesse. En effet, cibler un seul facteur dans une cascade pathogénique multifactorielle 
pourrait bien se traduire par des effets bénéfiques détectables seulement lorsque ce facteur est isolé 
dans un modèle expérimental, mais pas quand il est accompagné d'autres co-facteurs de pathogénicité 
comme chez l'Homme (Huang and Mucke, 2012; Karran et al., 2011). 
 
Ainsi, la découverte de médicaments repose à la fois sur le développement de modèles valides 
de la MA et également sur la disponibilité et la qualité des tests comportementaux pour évaluer les 
effets de différentes approches thérapeutiques.  
Une autre cause possible expliquant les échecs dans les traitements de la MA vient de la 
recherche d’un facteur unique (comme l'hypothèse cholinergique). Les études passées n’ont 
probablement pas suffisamment pris en compte l’ensemble des symptômes cliniques et 
neuropathologiques de la forme sporadique de la MA tels que l’âge, le genre, l’origine ethnique, 
l’allèle apoE (Craig et al., 2011). L’hypothèse de co-facteurs du vieillissement comme une théorie 
 
Figure 13. Transposition entre les stades d’évolution de la MA chez l’homme et les modèles murins 
portant des mutations du gène de l’APP. Selon Zahs et Ashe, les souris transgéniques APP 
présenteraient des caractéristiques de la phase asymptomatique chez l’homme, en développant des 
altérations cognitives, un hypométabolisme cérébral, caractéristiques observées chez les personnes 
à risque de développer la MA, mais ne présentent pas de mort neuronale comme chez les personnes 
MCI ou atteinets de la MA. (NCI, not cognitively impaired; MCI, mild cognitive impairment; CSF, 
cerebrospinal fluid) 
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alternative pour expliquer l'étiologie de la MA est d’avantage admise qu’une cause unique de la 
pathologie (McDonald et al., 2010). Cette hypothèse multifactorielle de la MA propose que différentes 
combinaisons de facteurs de risque interagissent pour produire des variantes de cette pathologie. Un 
des points forts de cette hypothèse est qu'elle peut expliquer les différences individuelles observées 
entre les patients atteints de MA, et les variabilités de réponse aux traitements des individus atteints de 
la même démence.  
Quoiqu'il en soit, la base sous-jacente à ces théories est que la MA est fondamentalement une 
forme de démence qui atteint la formation hippocampique (Ball et al., 1985; Hyman et al., 1984) et 
que les facteurs de risque associés à la MA ont tous des effets convergents sur cette structure, 
induisant des lésions, des dysfonctionnements cellulaires et synaptiques, et la mort neuronale qui 
accompagnent un déclin cognitif progressif. Nous allons donc nous intéresser maintenant à 
l'hippocampe, structure clé dans les processus mnésiques. 
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2.  L'hippocampe 
2.1.  L'anatomie de l'hippocampe 
2.1.1.  Organisation des réseaux neuronaux 
La formation hippocampique fait partie du système limbique et se compose de l'hippocampe, du 
subiculum et du cortex entorhinal (Amaral and Witter, 1995). L'hippocampe contient des neurones 
glutamatergiques organisés en couches et délimitant trois sous-régions de l'hippocampe: le gyrus denté 
(DG) et les champs ammoniens (CA1, CA2 et CA3) (Figure 14). Les régions CA1 et CA3 contiennent 
des cellules pyramidales glutamatergiques alors que le DG contient des cellules glutamatergiques 
granulaires.  
Le cortex entorhinal constitue un carrefour des informations en provenance des milieux externes 
et internes. En effet, les informations sensorielles arrivent après un relais thalamique dans les aires 
sensorielles primaires, puis sont traitées de façon de plus en plus élaborées dans les différentes aires 
associatives pour converger dans le cortex entorhinal. Ensuite, à travers la voie perforante (perforant la 
substance grise du subiculum), ces informations sont transmises vers une autre structure très 
importante située au niveau du lobe temporal, l'hippocampe. Cette voie perforante est formée des 
axones des neurones des couches superficielles du cortex entorhinal, qui font synapse avec les 
dendrites des cellules granulaires du gyrus denté. Ces dernières vont à leur tour projeter leurs axones 
vers les neurones pyramidaux de la région CA3, constituant ainsi la voie des fibres moussues. Les 
informations circulent ensuite vers la région CA1, dont les axones constituent la voie de sortie de 
l'hippocampe, vers le subiculum, ou bien retournent vers les couches profondes du cortex entorhinal. 
En plus de ce circuit trisynaptique, il existe une projection directe du cortex entorhinal sur les cellules 
pyramidales de CA3 et de CA1, formant ainsi une voie parallèle de traitement de l'information dans 
l'hippocampe. Signalons enfin que les cellules pyramidales de CA3 ont des projections collatérales 
récurrentes (Figure 14). 
C'est en grande partie dans cette boucle entorhino-hippocampique que convergent des 
informations provenant de différentes régions corticales. Le système entorhino-hippocampique envoie 
des projections axonales vers de nombreuses autres structures, notamment vers les structures 
cérébrales impliquées dans les mécanismes émotionnels (comme le cortex cingulaire et l'amygdale), 
dans les régulations hormonales (l'hypothalamus), etc... 
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Figure 14. Illustration représentant la localisation de l’hippocampe et le circuit tri-synaptique de 
l’hippocampe. Les neurones granulaires du gyrus denté reçoivent les informations provenant du 
cortex entorhinal (CE) via la voie perforante (VP). Les fibres moussues (FM) des neurones 
granulaires contactent les neurones pyramidaux du CA3 qui envoient leur axone vers les neurones 
pyramidaux de CA1 via les collatérales de Schaffer. Les neurones pyramidaux du CA1 envoient 
ensuite leur axone vers les neurones pyramidaux du subiculum, qui projettent leur axone vers le cortex 
entorhinal, formant ainsi une boucle. (Modifié d'après les revues de McEwen, 2000; Wojtowicz, 
2012). 
2.1.2.  Le gyrus denté 
Le gyrus denté de l'hippocampe est composé de trois couches : granulaire, moléculaire et 
polymorphique (ou hile).  
 
 la couche granulaire est compacte et contient essentiellement des neurones granulaires 
glutamatergiques. Des cellules progénitrices qui donnent naissance aux neurones sont localisées à la 
frontière de la couche granulaire et du hile, dans la zone sub-granulaire. Cette zone contient aussi des 
interneurones GABAergiques, les cellules en panier.  
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 la couche moléculaire est occupée principalement par les fibres de la voie perforante 
provenant du cortex entorhinal, les dendrites des cellules granulaires du gyrus denté et par des 
interneurones inhibiteurs GABAergiques, dont les cellules en chandelier et les cellules étoilées. Cette 
zone reçoit également les axones des interneurones GABAergiques du hile qui forment des contacts 
inhibiteurs sur les dendrites des cellules granulaires. 
 
 le hile, ou couche polymorphique, contient les axones des cellules granulaires qui projettent 
vers les cellules pyramidales de CA3, des cellules moussues glutamatergiques qui participent 
fortement au réseau excitateur du DG, et un grand nombre d'interneurones inhibiteurs et d'astrocytes 
(Figure 15).  
 
Figure 15. Organisation des différents types cellulaires du gyrus denté. 
(1) Cellule granulaire ; (2) cellule en panier ; (3) cellule étoilée ; (4) cellule moussue ; (5) cellule 
fusiforme ; (6) cellule polymorphique ; (7) cellule en chandelier ; ML : couche moléculaire ; GL : 
couche granulaire ; PL : couche polymorphique ou hile. (D’après Amaral et Witter, 1995, et extrait de 
la thèse de Trouche, 2009). 
 
Les interneurones ont pour rôle d’inhiber les cellules granulaires via des afférences 
GABAergiques qui traversent la couche granulaire et atteignent les dendrites des cellules granulaires 
au niveau de la couche moléculaire (voir figure 16).  
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Figure 16. Schéma illustrant les interneurones du hile (en vert) qui 
par exemple, expriment le NPY, et les interneurones en panier (en 
bleu), qui expriment la parvalbumine. Ces interneurones inhibent les 
cellules glutamatergiques granulaires (en gris) par des afférences 
dans la couche moléculaire (d'après Palop and Mucke, 2010b). 
 
 
 
 
Ces divers interneurones ont la caractéristique commune d’exprimer le neurotransmetteur 
GABA, mais se distinguent par leur morphologie, leur localisation et l’expression de facteurs 
intracellulaires ou de neurotransmetteurs (Freund and Buzsaki, 1996; Houser, 2007). Par exemple, on 
distingue les interneurones exprimant la somatostatine, la parvalbumine ou encore, les interneurones 
expriment le neurotransmetteur Y (NPY) (en plus d’exprimer le neurotransmetteur GABA) (Houser, 
2007). Ce réseau fonctionne selon un équilibre entre l’excitation et l’inhibition, et un déséquilibre a été 
décrit dans certaines conditions pathologiques. Par exemple, un déséquilibre entre les activités 
neuronales excitatrices et inhibitrices de l’hippocampe des rongeurs est une caractéristique des crises 
d’épilepsie et se traduit notamment par une augmentation de l’expression du NPY (Sperk et al., 1992; 
Sperk et al., 2007; Tonder et al., 1994b; Vezzani et al., 1999). De plus, ces interneurones semblent 
particulièrement vulnérables à l’activité épileptique, avec une perte d’interneurones dans les premiers 
temps suivant une crise, suivie d’une augmentation des afférences GABAergiques des interneurones 
subsistants (effet rebond) (Thind et al., 2010). Des patterns similaires (c'est-à-dire une sensibilité des 
interneurones au peptide amyloïde, une activité épileptiforme, une augmentation des afférences 
GABAergiques sur les cellules granulaires) ont été observés chez des souris transgéniques modèles de 
la MA, et pourraient résulter de mécanismes visant à réduire une activité neuronale excitatrice 
aberrante et une dérégulation du fonctionnement du réseau (Krantic et al., 2012; Minkeviciene et al., 
2009; Palop et al., 2007; Ramos et al., 2006).  
 
On voit donc que la formation hippocampique constitue, au sein du cerveau, un point majeur de 
convergence des informations multimodales et également un site de divergence des informations vers 
des structures corticales et sous-corticales. Cette brève description des circuits neuronaux au sein de 
l'hippocampe indique aussi que le DG joue un rôle clé dans l'entrée des informations dans 
l'hippocampe.  
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2.2.  Le rôle de l'hippocampe 
Les études neuropsychologiques conduites chez des patients amnésiques ont permis de révéler 
que l'hippocampe est impliqué dans la formation des souvenirs, et plus particulièrement dans deux 
types de mémoire : la mémoire déclarative (mémoire sémantique, des faits et mémoire 
autobiographique des évènements) et la mémoire spatiale (mémoire des lieux et du contexte). Parmi 
ces études, l'étude du patient H.M. montre que l'ablation bilatérale de ses lobes temporaux médians, 
pratiquée dans le but de traiter ses crises d'épilepsie, a conduit à l'incapacité de former de nouveaux 
souvenirs (amnésie antérograde), alors que ses souvenirs anciens, tels que les souvenirs d'enfance, ont 
été préservés. H.M. présentait également un oubli sélectif des souvenirs récents acquis peu de temps 
avant l'opération (amnésie rétrograde partielle, Penfield and Milner, 1958; Scoville and Milner, 1957). 
La partie médiane des lobes temporaux comprend notamment la formation hippocampique 
(hippocampe et cortex entorhinal). 
Ces travaux mettent donc en évidence le rôle essentiel du lobe temporal dans la formation de la 
mémoire. Les deux types d'amnésie antérograde et rétrograde partielle développés par ce patient 
suggèrent que l'hippocampe ne constitue pas un lieu de stockage pour les informations, mais plutôt un 
lieu de passage, servant au processus d'acquisition et de consolidation mnésiques. Il est généralement 
admis que les régions corticales représentent le site de stockage des souvenirs à long terme (Frankland 
and Bontempi, 2005). De la même façon, l'inactivation expérimentale de l'hippocampe sur des 
modèles animaux (lésions post apprentissage, blocage pharmacologique, mutations génétiques) 
conduit à une amnésie antérograde et une amnésie rétrograde sélective des souvenirs récemment 
acquis. Dans ces études, l'inactivation de l'hippocampe a également induit des perturbations de la 
mémoire spatiale dans des tâches de navigation, telles que celle du labyrinthe aquatique de Morris 
(Morris et al., 1982; Riedel et al., 1999). L'hippocampe jouerait ainsi un rôle crucial dans les processus 
de mémorisation spatiale. Ce rôle a notamment été mis en évidence dans des paradigmes tels que le 
labyrinthe aquatique de Morris (Schenk and Morris, 1985), le labyrinthe radial (Olton and Papas, 
1979), le labyrinthe en Y (Jarrard et al., 1984). L'hippocampe a donc un rôle central dans les processus 
d'apprentissage et de mémoire, en particulier dans la mémoire spatiale et la mémoire épisodique (pour 
revue, Dickerson and Eichenbaum, 2010). 
2.3.  La neurogenèse dans l'hippocampe 
Le cerveau a longtemps été considéré comme un organe stable au sein duquel les neurones ne 
pouvaient que mourir, et en aucun cas naître. Jusqu’à récemment, il était établi que la neurogenèse, 
c'est-à-dire la production de nouveaux neurones dans le cerveau, était exclusive aux périodes du 
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développement et s’arrêtait rapidement après la naissance de l’individu (Cajal, 1894). Ce dogme 
développé par les travaux de C. Golgi et de S. Ramon y Cajal a perduré jusqu’à la fin des années 90. 
Pourtant, les travaux de J. Altman dans les années 1960, puis ceux de Kaplan dans les années 1970, 
avaient déjà mis en évidence la division de nouvelles cellules nerveuses dans le gyrus denté de 
l’hippocampe et le bulbe olfactif (Altman and Das, 1966; Kaplan and Hinds, 1977). Ces travaux sont 
longtemps restés ignorés du reste de la communauté scientifique, probablement parce qu’ils allaient à 
l'encontre d’un dogme fortement ancré. 
Il y a une vingtaine d’années, un nouveau marqueur de division cellulaire, le 5-bromo-2’-
deoxyuridine (BrdU), a fait son apparition. Le BrdU est un analogue de la thymidine et s’incorpore 
spécifiquement dans l’ADN des cellules en division, au moment de la phase S du cycle cellulaire. 
Depuis, le BrdU reste un outil privilégié pour la détection de la neurogenèse adulte car il peut 
facilement être révélé par des techniques d’immunohistochimie, et combiné avec des marqueurs 
spécifiques de certains types cellulaires ou de maturation. L’introduction de cet outil a permis de 
valider les travaux de J. Altman et de révolutionner le dogme de l’immuabilité du cerveau (Gross, 
2000). L’existence de la neurogenèse adulte a ainsi été mise en évidence dans le cerveau de 
mammifères adultes tels que le rongeur (Cameron et al., 1993; Kuhn et al., 1996), le primate (Gould et 
al., 1998; Gould et al., 1999), l’Homme (Eriksson et al., 1998), mais aussi chez d’autres vertébrés 
(poisson, oiseau : Nottebohm, 2002) et invertébrés (le grillon : Cayre et al., 2002).  
La production de nouveaux neurones se fait à partir de cellules progénitrices présentes dans le 
cerveau adulte. Chez les mammifères, et en particulier chez les rongeurs, les progéniteurs sont 
confinés à deux régions principales du système nerveux central : le bulbe olfactif et le gyrus denté de 
l’hippocampe. La production de nouveaux neurones a également été identifiée dans d’autres structures 
cérébrales telles que le cortex, l’amygdale, ou dans l’hypothalamus (pour revue, Migaud et al., 2010), 
mais les taux de production y sont considérablement plus faibles. Par conséquent, ces structures ne 
sont pas communément considérées comme étant neurogéniques.  
La neurogenèse dans l'hippocampe sera spécifiquement abordée en raison de la fonction de cette 
structure cérébrale dans la mémoire et la MA. Dans l’hippocampe, les cellules progénitrices sont 
localisées au niveau de la zone subgranulaire du gyrus denté, situées entre la couche de cellules 
granulaires (CCG) et le hile. Le terme de neurogenèse adulte désigne toute une série d’événements : la 
prolifération de précurseurs, leur maturation morphologique et physiologique, le développement de 
caractéristiques neuronales fonctionnelles et enfin l’intégration fonctionnelle des nouveaux neurones 
dans les circuits neuronaux pré-existants (Lledo et al., 2006). Les cellules progénitrices et les cellules 
issues de la prolifération expriment différents marqueurs protéiques en fonction de leur phénotype et 
au cours de leur développement. Ces marqueurs, en combinaison avec l'outil de marquage des 
nouvelles cellules, comme le BrdU, permettent la caractérisation des cellules et l’étude de l’évolution 
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et du devenir de ces cellules par immunohistochimie. De plus, l’utilisation de rétrovirus contrôlant 
l’expression de la GFP (Green Fluorescent Protein) et s'intégrant uniquement dans les cellules en 
division permet de visualiser, à différents délais après l’injection du rétrovirus, la morphologie des 
cellules néo-formées et de caractériser sur le plan électrophysiologique leur maturation neuronale 
(Esposito et al., 2005; van Praag et al., 2002; Zhao et al., 2006). 
2.3.1.  Les mécanismes 
 La prolifération des cellules progénitrices 
Les cellules progénitrices localisées dans la zone sous granulaire du DG sont capables de se 
diviser. Elles sont dites de type atrocyte-like, car elles partagent des caractéristiques morphologiques 
typiques des astrocytes, et expriment le marqueur de cellules astrocytaires, la GFAP (Glial Fibrillary 
Acidic Protein). Elles expriment également la Nestine, protéine des filaments intermédiaires. Ces 
cellules sont dites multipotentes car elles sont capables de donner naissance à des neurones et à des 
cellules gliales (astrocytes et oligodendrocytes). Leur division conduit non seulement à la production 
de nouvelles cellules nerveuses, mais permet également de maintenir un stock de cellules 
progénitrices. Ceci est possible grâce à des divisions asymétriques qui, à chaque cycle, donnent 
naissance à une cellule progénitrice ainsi qu'à une cellule post-proliférative. Ensuite, chez la souris, 
seulement 50% des cellules vont survivre, se différencier et s’intégrer dans le mois suivant leur 
division (Kempermann et al., 2003). Les cellules ayant survécu vont principalement devenir des 
neurones matures (80%) et des cellules gliales (20%) (Kempermann et al., 2003). 
 
 Maturation des nouveaux neurones 
 
Dans les jours suivants la division, la maturation des nouveaux neurones se traduit par la 
croissance de leurs prolongements neuritiques, des changements d’expression de marqueurs 
neuronaux, et par leur intégration synaptique dans le réseau neuronal préexistant. La figure 17 illustre 
la progression de la maturation de nouveaux neurones au sein de l’hippocampe. 
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- Au cours des premiers jours après leur prolifération, les progéniteurs neuronaux expriment 
encore la nestine, mais plus la GFAP (Figure 18). La Doublecortine (DCX), protéine associée 
aux microtubules (Couillard-Despres et al., 2005), apparaît et indique leur destinée neuronale 
(Encinas and Enikolopov, 2008). Les nouvelles cellules migrent sur une courte distance pour 
s'insérer dans la couche granulaire, majoritairement dans son tiers inférieur (Esposito et al., 
2005; Zhao et al., 2006). Par la suite, les nouvelles cellules en stade post-mitotique continuent 
leur maturation neuronale et se développent morphologiquement.  
 
Figure 17. Croissance et maturation des nouveaux neurones granulaires du gyrus denté. 
A l’âge de trois jours, les nouvelles cellules (en vert) migrent localement dans la couche granulaire. Une à 
deux semaines plus tard, les cellules protègent leur axone en direction de CA3, à travers le hile. Les dendrites 
apparaissent, s’étendent vers la couche moléculaire et reçoivent des afférences GABAergiques des 
interneurones inhibiteurs du hile (en rouge). La transmission GABAergique alors dépolarisante débute. 
L’arborisation dendritique se développe et à deux semaines et demie, les épines dendritiques commencent à 
apparaître, suggérant que les nouveaux neurones peuvent recevoir des afférences excitatrices 
glutamatergiques (en violet). Le GABA, jusqu’alors excitateur, devient inhibiteur. A l’âge de deux mois, les 
nouveaux neurones formés sont connectés aux cellules pyramidales de CA3 et présentent une arborisation 
dendritique et des propriétés éléctrophysiologiques similaires à celles des neurones matures (d'après Aimone 
et al., 2006). 
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- Au cours des deux premières semaines après leur division, les nouveaux neurones émettent 
leur axone le long des fibres moussues en direction des cellules pyramidales de CA3, et des 
dendrites en direction de la couche granulaire (Figure 17 et Figure 18). Le prolongement 
dendritique apical est encore court, immature, et dépourvu d’épines dendritiques, mais il 
A 
 
B 
 
Figure 18. Principales étapes du développement des nouveaux neurones hippocampiques. 
(A) Représentation des couches moléculaire (molecular layer), granulaire (GCL) et polymorphique ou hile (hilus) 
du gyrus denté de l’hippocampe. La zone sub-granualaire neurogénique (SGZ) contient une population de cellules 
progénitrices (en jaune) donnant lieu à des neurones granulaires matures (en bleu). Ces cellules peuvent être 
caractérisées sur la base de leur morphologie, de leur capacité à proliférer et l’expression de marqueurs 
spécifiques exprimés au cours de leur maturation. Par exemple, les nouveaux neurones expriment transitoirement 
la DCX (doublecortine), un marqueur d’immaturité, ce qui permet de les marquer par immunohistochimie. Les 
nouveaux neurones reçoivent des afférences GABAergiques et glutamatergiques au niveau de la couche 
moléculaire qui influencent leur développement. (Adapté d’après Bischofberger, 2007).  
(B) Illustration du développement morphologique des nouveaux neurones (en vert) de 1 à 56 jours après injection 
chez des souris d’un rétro-virus induisant l’expression de la GFP, au sein des cellules granulaire (marquées en 
rouge) du gyrus denté. (dpi, days after injection) (Adapté d’après Zhao et al, 2006). 
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commence à recevoir des afférences GABAergiques dépolarisantes avant l’arrivée d’afférences 
glutamatergiques (Esposito et al., 2005; Ge et al., 2006; Overstreet Wadiche et al., 2005). Cette 
activation GABAergique détermine la maturation neuronale de ces nouveaux neurones et 
l’intégration synaptique (Ge et al., 2006; Ge et al., 2008; Tozuka et al., 2005). Les épines 
dendritiques apparaissent à partir de la deuxième semaine suivant la naissance des neurones 
(Zhao et al., 2006). Cela suggère que les nouveaux neurones peuvent désormais recevoir des 
afférences excitatrices glutamatergiques (Ge et al., 2006; Yuste and Bonhoeffer, 2001; Zhao et 
al., 2008). Ce n’est qu’après l’établissement de la transmission glutamatergique que la 
transmission GABAergique devient progressivement inhibitrice (Esposito et al., 2005; Ge et al., 
2006; Zhao et al., 2006). L’influence du réseau neuronal environnant est donc déterminante 
pour une maturation correcte des nouveaux neurones, et des perturbations des afférences 
glutamatergiques et GABAergiques peuvent induire un défaut de maturation fonctionnelle et 
morphologique (Jessberger et al., 2007; Overstreet-Wadiche et al., 2006; Song et al., 2012; Sun 
et al., 2009).  
 
- Durant la troisième semaine suivant leur naissance, l'expression de la DCX diminue au profit 
de celle de NeuN (Neuron-specific Nuclear protein), caractéristique du phénotype neuronal 
mature. Les jeunes neurones expriment également la calbindine, une protéine impliquée dans le 
contrôle de l'homéostasie calcique et spécifiquement exprimée dans les neurones matures (Lledo 
et al., 1992). Cette protéine permet aux cellules de répondre aux afférences excitatrices par la 
régulation du calcium intracellulaire, et une baisse de cette protéine, comme cela a été retrouvé 
dans des cas d’épilepsie par exemple, permettrait aux cellules de résister à l’excitotoxicité 
(Nagerl et al., 2000; Tonder et al., 1994a). Finalement, la maturation des nouveaux neurones se 
traduit par une croissance de leurs prolongements neuritiques, et par leur intégration synaptique 
dans le réseau neuronal pré-existant (van Praag et al., 2002; Zhao et al., 2006).  
 
- A ce stade là, et jusqu’à la quatrième semaine de maturation, les nouveaux neurones 
établissent des synapses fonctionnelles glutamatergiques avec les cellules pyramidales de CA3, 
les cellules moussues et les interneurones du hile (Toni et al., 2008). Ils sont capables d’émettre 
des réponses post-synaptiques (van Praag et al., 2002) suite à une stimulation de la voie 
perforante, suggérant leurs connections avec les neurones pyramidaux de CA3 et ainsi leur 
fonctionnement proche de celui des neurones granulaires matures. Les épines dendritiques sont 
à ce stade modelables ce qui révèle une plasticité anatomique des épines (Zhao et al., 2006). 
Pendant une période transitoire, les neurones immatures présentent des propriétés 
électrophysiologiques particulières. Ils présentent une excitabilité améliorée en affichant un 
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seuil d’induction de la potentialisation à long terme (LTP) plus bas que celui des neurones 
granulaires plus âgés, les rendant donc extrêmement sensibles à l’activité du réseau (Schmidt-
Hieber et al., 2004). À partir d’un mois, les neurones néo-formés ont une morphologie et des 
propriétés électrophysiologiques proches de celles des neurones matures (van Praag et al., 
2002). 
2.3.2.  Le rôle de la neurogénèse hippocampique 
La neurogenèse adulte étant restreinte au gyrus denté, la question du rôle fonctionnel des 
nouveaux neurones au sein de l'hippocampe se pose. La découverte de la production de nouveaux 
neurones dans l’hippocampe a conduit à l’hypothèse de l’implication des nouveaux neurones dans la 
mémoire. Un premier argument confortant cette hypothèse est que la dynamique de prolifération, de 
différenciation et de maturation des nouvelles cellules donne à la neurogenèse des propriétés de 
plasticité cérébrale. La plasticité cérébrale, caractérisée par des remodelages structuraux, synaptiques 
et moléculaires, confère au cerveau une grande capacité d’adaptation en réponse à l’influence de 
l’environnement, mais aussi, en ce qui concerne l’hippocampe, la capacité d’apprentissage et de 
mémorisation. La neurogenèse adulte, qui consiste en l’ajout de nouvelles cellules dans un réseau 
préexistant, est une forme de plasticité cérébrale car ces nouvelles cellules s’intègrent, deviennent 
fonctionnelles et participent au fonctionnement des structures cérébrales. Leur contribution à la 
formation de la mémoire est un vaste sujet de recherche, tant au niveau fondamental pour la 
compréhension des processus cognitifs, que pour la recherche de moyens thérapeutiques et de 
réparation tissulaire (Marin-Burgin and Schinder, 2012). 
Afin d’étudier le rôle des nouveaux neurones dans les processus mnésiques, des études ont 
recherché l’existence d’une corrélation entre neurogenèse et performances mnésiques. Différentes 
approches ont consisté à augmenter ou diminuer la neurogenèse. Par exemple, l’activité physique ou 
un environnement enrichi en stimulations augmentent la neurogenèse chez le rongeur (Kempermann, 
2011; van Praag et al., 2000). Ils induisent également une amélioration de l’apprentissage lors de tests 
nécessitant l’hippocampe, comme dans les tâches spatiales (Koo et al., 2003; van Praag et al., 1999; 
van Praag et al., 2005) et dans le test de reconnaissance d’objets (Bruel-Jungerman et al., 2005). À 
l’inverse, les expériences stressantes, l’élévation du taux plasmatique de glucocorticoïdes et le 
vieillissement diminuent la neurogenèse et sont souvent associés à des déficits mnésiques dans des 
tâches dépendant de l’hippocampe (Abrous et al., 2005; Artegiani and Calegari, 2012; Mirescu and 
Gould, 2006; Walter et al., 2011). D’autre part, des techniques de blocage de la neurogenèse reposant 
sur l’injection d’agents anti-mitotiques, tels que le MAM ou l’AraC, l’irradiation par des rayons X, ou 
des techniques génétiques par infection rétrovirale ont montré des résultats opposés selon la tâche 
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mnésique. Plus précisément, les nouveaux neurones ne seraient pas indispensables à l’acquisition et à 
la mémorisation de tâches non dépendantes de l’hippocampe, telles que le labyrinthe aquatique en 
version indicée ou la tâche de peur conditionnée au son (Wojtowicz et al., 2008). En revanche, les 
nouveaux neurones joueraient un rôle dans la mémorisation à long terme d’une information spatiale 
dépendante de l’hippocampe évaluée dans le labyrinthe aquatique de Morris (Dupret et al., 2008; 
Jessberger et al., 2009). 
Chez l’Homme, la neurogenèse hippocampique a également été montrée (Eriksson et al., 1998), 
mais le rôle des nouveaux neurones reste à déterminer (Snyder and Cameron, 2012). 
2.3.3.  La neurogenèse dans la MA 
Il est probable que les altérations de la plasticité synaptique observées dans la MA impliquent 
non seulement un dommage direct des synapses, mais aussi une réduction de la neurogenèse 
hippocampique adulte. En effet, si la neurogenèse hippocampique persiste tout au long de la vie 
adulte, elle diminue fortement au cours du vieillissement normal (86% de réduction) (Kaplan and Bell, 
1984; Kuhn et al., 1996; Walter et al., 2011). Cette diminution résulte d’une prolifération réduite dans 
le cerveau âgé (Kempermann et al., 1998; Kuhn et al., 1996), induite par une baisse du taux de 
prolifération (Hattiangady and Shetty, 2008) et par la diminution du pool de précurseurs neuronaux 
(Encinas and Sierra, 2012; Kuhn et al., 1996; Walter et al., 2011). Dans une cohorte de patients 
atteints de la MA, une analyse post-mortem a montré que l’expression de la doublecortine (DCX), un 
marqueur des précurseurs neuronaux en migration (Couillard-Despres et al., 2005), est augmentée 
dans le gyrus denté de l’hippocampe (Jin et al., 2004b). Ces données suggèrent l’existence d’un 
processus compensatoire du processus neurodégénératif, qui, toutefois, ne semble pas combler les 
pertes cellulaires inhérentes à la maladie. Cependant, des données plus récentes utilisant de larges 
cohortes de cerveaux indiquent que le nombre de nouveaux neurones hippocampiques matures est 
réduit chez le patient malade (Boekhoorn et al., 2006; Li et al., 2008). Dans tous les cas, ces études 
montrent que le cerveau des patients atteints de la MA garde des capacités neurogéniques, conduisant 
à penser que stimuler la neurogenèse chez ces patients pourrait améliorer leurs fonctions cognitives. 
De nouvelles études sont nécessaires pour comprendre le rôle de la neurogenèse dans la MA. Au vu 
des difficultés à réaliser des études chez l’Homme, les souris modèles de la MA sont un bon outil pour 
étudier l’impact de la pathologie amyloïde sur la neurogenèse.  
Des études chez différents modèles murins de la MA ont rapporté des modifications de la 
neurogenèse, mais les résultats ne sont pas toujours convergents (Chuang, 2010; Dong et al., 2004; 
Donovan et al., 2006; Haughey et al., 2002; Jin et al., 2004a; Lopez-Toledano and Shelanski, 2007; 
Verret et al., 2007). Les divergences entre ces études peuvent s’expliquer par des différences de 
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protocoles : lignées et âges des souris (portant diverses mutations et développant la pathologie à des 
vitesses différentes), ou techniques d’évaluation de la neurogenèse. De plus, certaines études ont porté 
uniquement sur la prolifération, d’autres sur la survie et la maturation des nouveaux neurones. Des 
données indiquent que la présence de peptide amyloïde est délétère pour la neurogenèse (Haughey et 
al., 2002). Cela suggère que les plaques amyloïdes pourraient constituer elles-mêmes ou bien en 
induisant des mécanismes inflammatoires ou pro-oxydants, un environnement hostile au 
développement des nouveaux neurones. Il est donc logique d’envisager que la neurogenèse est altérée 
chez les souris modèles de la MA mais des études supplémentaires et plus complètes sont nécessaires 
afin de comprendre comment la neurogenèse hippocampique est altérée. Ces études devront prendre 
en compte le stade d’avancement de la MA qui pourrait être déterminant sur l’état des perturbations 
neurogeniques et le fait que la neurogenèse est un phénomène très sensible à l’environnement 
extracellulaire et à l’activité du réseau dans lequel les nouveaux neurones s’intègrent (Sun et al., 
2009). 
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3.  L’environnement enrichi  
3.1.  Réserve cognitive et MA 
Chez l’Homme, la maladie d’Alzheimer est caractérisée par l’installation d’une démence, avec 
une détérioration globale des fonctions intellectuelles et un retentissement sur la vie quotidienne. 
Généralement diagnostiquée à partir de l’âge de 65 ans, les premiers signes de la MA sont souvent 
confondus avec les aspects normaux de la sénescence. La vitesse et l’évolution de la maladie sont 
variables d’un individu à l’autre, rendant tout pronostic difficile. La recherche des premiers marqueurs 
de cette pathologie et de moyens de préventions précoces implique le développement de traitements 
pharmacologiques permettant le ralentissement ou l’inhibition du déclin cognitif. Cependant, un 
nombre croissant d’études met en évidence que l’expérience au cours de la vie de l’individu et des 
stimulations environnementales (stimulations sociales, cognitives ou encore physiques) semblent 
ralentir l’apparition et le développement de la pathologie (Sattler et al., 2012; Valenzuela and 
Sachdev, 2006; Valenzuela et al., 2011) (pour rappel, voir partie 1.4.1, facteurs environnementaux). 
Des études épidémiologiques montrent en effet que des stimulations environnementales sont capables 
de réduire les déficits cognitifs qui apparaissent aussi bien lors du vieillissement normal que 
pathologique (Tucker and Stern, 2011). Suite aux premières études ayant montré ce lien, la théorie de 
« réserve cognitive » a été développée pour conceptualiser la capacité de protection du cerveau qui 
peut être induite par l’activité physique et mentale (Katzman, 1993; Stern, 2002).  
L’hypothèse de la réserve cognitive propose qu’une activité mentale soutenue au cours de la vie 
fournit une réserve fonctionnelle pouvant compenser les processus pathogènes associés à des troubles 
du cerveau comme la MA et la démence (Stern, 2002,2009) (Figure 19). Le risque de présenter les 
déficits mnésiques associés la MA diminue avec un mode de vie riche en stimulations (profession, 
niveau d’éducation, loisirs) et d’autant plus lorsque les stimulations environnementales ont eu lieu tôt 
(Valenzuela, 2008). La réserve serait donc une forme de résistance à la pathologie.  
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3.2.  Les substrats de la réserve cognitive 
Les processus biologiques sous-jacents à la réserve cognitive impliquent une amélioration du 
fonctionnement du cerveau ou des structures cérébrales (Steffener and Stern, 2012). L’exercice 
physique et mental ainsi qu'un environnement complexe renforcent la connectivité synaptique, 
donnant aux réseaux neuronaux la capacité à se remodeler. Par exemple, il a été montré en imagerie 
cérébrale que des patients âgés, dont les fonctions cognitives sont régulièrement sollicitées, vont 
recruter de nouvelles régions cérébrales pour se remémorer des informations anciennes (Buckner, 
2004). Ainsi, des aspects structuraux et fonctionnels du cerveau pourraient tamponner les effets 
neuropathologiques, de façon à ce que plus la réserve est importante, plus la pathologie devra être 
sévère pour entraîner un déficit fonctionnel. Cette notion de réserve cérébrale est donc très 
prometteuse dans la compréhension des déficiences cognitives et dans la recherche de moyens de 
prévention des maladies neurodégénératives. Malgré son intérêt clinique, la présence structurale et 
fonctionnelle de la réserve cérébrale est difficile à évaluer chez l’Homme car de nombreuses variables 
interfèrent dans une même étude clinique. Comme suggéré par Stern (2006), des mesures anatomiques 
de la réserve cérébrale pourraient être la circonférence de la tête, le volume du cerveau, l’imagerie 
cérébrale ou encore, au niveau cellulaire, le nombre de synapses ou de ramifications dendritiques 
(Petrosini et al., 2009). Toutefois, certaines de ces mesures ne peuvent être réalisées que post mortem, 
 
Figure 19. Illustration théorique de la façon dont la réserve cognitive pourrait agir sur le 
développement et la démence au cours de la progression de la MA. D’après cette hypothèse, les 
personnes ayant développé une plus grande réserve cognitive seraient plus résistantes et présenteront 
une pathologie moins sévère (d’après Stern, 2009). 
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mais surtout, elles sont difficiles à comparer entre individus à cause des différences interindividuelles 
accumulées au cours de leur vie (comme par exemple le régime alimentaire).  
 L’intérêt considérable pour déterminer les facteurs biologiques qui permettent le 
développement de cette réserve pousse à se tourner vers le modèle animal. Pour étudier ces facteurs, il 
est possible de modéliser des situations d'enrichissement de l'environnement chez les animaux afin de 
mimer l'enrichissement cognitif humain. Les études menées en laboratoire permettent un contrôle des 
conditions environnementales et sont donc bien adaptées à l'identification des changements 
morphologiques, physiologiques et des mécanismes moléculaires mis en jeu en réponse aux 
stimulations environnementales.  
3.3.  Paradigme de l'environnement enrichi 
Le paradigme de l'environnement enrichi (EE) a été introduit après les observations de Donald 
Hebb (Hebb, 1949). De façon anecdotique, Hebb s'est aperçu que des rats qu'il avait rapportés chez lui 
en tant qu'animaux de compagnie pour ses enfants, présentaient de retour au laboratoire de meilleures 
performances comportementales en comparaison avec des rats restés au laboratoire. Cette étude lui fit 
suggérer que la richesse de l'environnement rencontré au cours de la vie d'un individu favoriserait 
l'expression de comportements plus adaptés et plus flexibles face à de nouvelles situations. 
Depuis, un paradigme permettant l'étude de la plasticité cérébrale et ses conséquences 
comportementales a été développé: le séjour en milieu enrichi. L'enrichissement environnemental 
consiste à élever ou à faire séjourner un groupe d’animaux dans de larges enceintes contenant de 
nombreux objets de forme et de matière variées (tels que des tunnels, des passerelles, des objets 
divers), dont l'agencement est modifié fréquemment afin de stimuler le comportement exploratoire des 
animaux (Figure 20). Ce milieu, enrichi en stimulations multisensorielles et sociales, confère aux 
rongeurs des opportunités d'apprentissage et d'interactions sociales accrues en comparaison avec les 
conditions d’hébergement standard de laboratoire (Nithianantharajah and Hannan, 2006). 
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3.4.  Effets de l’environnement enrichi au niveau cellulaire 
Il a été rapporté que l'EE conduisait à une augmentation de la taille et du poids du cerveau, un 
épaississement du cortex et de l'hippocampe, un élargissement des corps cellulaires corticaux, une 
augmentation de la quantité d'ADN, d'ARN, et de protéines (Krech et al., 1960; Rosenzweig et al., 
1962; Rosenzweig and Bennett, 1996). Au niveau cellulaire, la réponse induite par les stimulations 
environnementales se traduit par une plasticité cérébrale : remodelage de la structure des réseaux 
neuronaux et de leur fonctionnement, remodelage de la morphologie des cellules nerveuses ou gliales 
(Rampon and Tsien, 2000; Rosenzweig, 1966; van Praag et al., 2000). Au niveau cortical, les animaux 
élevés en milieu enrichi présentent également une arborisation dendritique plus complexe et plus 
vaste, une densité d’épines dendritiques plus élevée ainsi qu’une synaptogenèse en comparaison avec 
des animaux élevés en condition standard (Rampon and Tsien, 2000; van Praag et al., 2000). Il est 
intéressant de rappeler que l’exposition à l’EE induit également une augmentation de la neurogenèse 
chez les rongeurs (van Praag et al., 2000), et que cette stimulation serait spécifique à l’hippocampe 
(Brown et al., 2003). Ainsi, l’environnement enrichi augmente la complexité et la connectivité des 
 
Figure 20. L’environnement enrichi et les zones cérébrales impliquées par ses différentes 
composantes. L’EE est constitué d’une large enceinte contenant une multitude d’objets variés que les 
souris, placées par groupe de 10-15, sont libres d’explorer. Cet environnement induit une activation 
neuronale et une plasticité dans diverses régions cérébrales. Il induit des stimulations sensorielles et 
cognitives, comme par exemple l’encodage des informations d’une carte spatiale, l’exploration des 
objets, la nouveauté et l’attention. De plus, l’exploration implique une activité motrice accrue. Ces 
stimulations activent l’hippocampe et certaines régions corticales. Il s’agit d’un enrichissement en 
stimulations multisensorielles en comparaison avec les conditions d’élevage standard des animaux 
(Nithianantharajah et Hannan, 2006). 
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réseaux neuronaux, suggérant un accroissement des capacités de traitement et d’intégration des 
informations au sein des régions corticales. Ces études révèlent la grande capacité de plasticité du 
cerveau et sa sensibilité à l'influence de l'environnement. 
Les mécanismes moléculaires qui sous-tendent cette plasticité cérébrale ne sont pas totalement 
identifiés. L'enrichissement peut augmenter les niveaux de neurotrophines, tels que le facteur 
neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF) et le facteur de croissance des nerfs (NGF), qui jouent un 
rôle important dans la signalisation neuronale (Ickes et al., 2000; Pham et al., 2002; Rossi et al., 2006). 
L'enrichissement augmente également l'expression de protéines synaptiques, comme la 
synaptophysine et la PSD-95 (postsynaptic density-95 protein), protéines des vésicules présynaptiques 
et postsynaptiques (Nithianantharajah et al., 2004), ce qui est en accord avec la synaptogenèse induite 
par l'EE. En outre, l'enrichissement provoque des variations de l'expression de récepteurs au 
glutamate, tel que le récepteur AMPA (α-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazole acide propionique), 
ce qui conforte les résultats montrant que l'enrichissement accroît la force synaptique et la plasticité 
synaptique comme la potentialisation à long terme (LTP) (Naka et al., 2005). Un séjour en milieu 
enrichi induit également une augmentation de l’expression de gènes tels que certains gènes précoces 
(comme Zif268 ou Arc) (Pinaud et al., 2001; Toscano et al., 2006) et des gènes codant pour des 
protéines de plasticité et de neurotransmission (Rampon et al., 2000a). La régulation de l'expression 
des gènes et la synthèse de protéines en réponse aux influences environnementales sont impliquées 
dans la réorganisation structurale et fonctionnelle des réseaux neuronaux (Nithianantharajah et al., 
2004).  
3.5.  Effets de l’environnement enrichi sur la cognition 
 Les changements importants de la biochimie du cerveau, la connectivité synaptique et la 
fonction neuronale ont été associés à des améliorations motrices, cognitives et sociales chez des 
animaux sains, mais également dans des modèles de diverses pathologies. 
 Au niveau comportemental, l'enrichissement améliore l'apprentissage et la mémoire (Nilsson et 
al., 1999; Rampon et al., 2000b), réduit le déclin mnésique chez les animaux âgés (Harati et al., 2012), 
diminue l'anxiété et augmente l'activité exploratoire (D'Andrea et al., 2010; Friske and Gammie, 2005; 
Zambrana et al., 2007). Par exemple, le paradigme de l’EE est associé à une amélioration des 
performances d’apprentissage spatial en piscine de Morris (Nilsson et al., 1999). De plus, des souris 
ayant séjourné dans un EE présentent de meilleures performances dans le test de conditionnement de 
peur, à la fois dans sa version contextuelle dépendante de l’hippocampe, et dans sa version indicée 
indépendante de l’hippocampe (Rampon et al., 2000b). L'amélioration de l'apprentissage et de la 
mémoire induit par l’EE pourrait être la conséquence des effets cellulaires sur la plasticité synaptique, 
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notamment la restructuration des réseaux et les modifications des connections synaptiques, et la 
neurogenèse hippocampique (Rampon et al., 2000a; van Praag et al., 2000). 
 A la vue des effets pro-mnésiques et de la plasticité cérébrale associés à l’enrichissement 
environnemental, des études ont recherché les effets bénéfiques de ce paradigme dans la récupération 
fonctionnelle de déficits mnésiques observés dans des modèles expérimentaux de pathologies 
neurodégéneratives (pour revue, Nithianantharajah et Hannan, 2006). Les effets bénéfiques sur le 
comportement et les atteintes cellulaires de l’EE ont été décrits dans différents modèles murins 
transgéniques de pathologies humaines telles que la maladie d'Huntington (Nithianantharajah et al., 
2008), Parkinson (Jadavji et al., 2006) ou encore la MA (Cracchiolo et al., 2007; Herring et al., 2009; 
Hu et al., 2010; Mirochnic et al., 2009). Plus particulièrement, chez différentes souris transgéniques 
modèles de la MA, l’EE est capable d’atténuer le déclin cognitif (Arendash et al., 2004; Costa et al., 
2007; Cracchiolo et al., 2007; Hu et al., 2010). Ceci démontre l’efficacité potentielle de ce paradigme 
comme une stratégie pour réduire les troubles cognitifs liés à la MA, et l’influence de l’environnement 
de vie sur une pathologie induite génétiquement. Cependant, concernant les médiateurs cellulaires et 
moléculaires de cet effet bénéfique, des résultats contradictoires ont été obtenus, notamment en ce qui 
concerne les marqueurs histopathologiques comme les dépôts amyloïdes. La diversité des modèles de 
MA, le manque de standardisation de l’EE, et les différences de protocole d’exposition à l’EE entre les 
études pourraient être à l’origine des divergences. Cette question sera d’avantage développée par la 
suite. 
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4.  Objectifs des travaux de thèse 
À ce jour, il est clairement admis que la MA est une pathologie qui s’installe progressivement et 
induit des modifications structurelles et fonctionnelles dans le cerveau, notamment au niveau de 
l’hippocampe, structure impliquée dans les processus mnésiques (Dickerson and Eichenbaum, 2010). 
En dépit d’un effort de recherche important, et malgré des avancées majeures dans la compréhension 
des mécanismes cellulaires et moléculaires altérés dans la pathologie, l’origine de la maladie n’est pas 
établie et son diagnostic comme ses traitements restent peu satisfaisants. Des efforts doivent donc être 
fournis pour comprendre les mécanismes initiateurs de la maladie et les évènements qui participent à 
son déclenchement.  
Dans ce contexte, l’objectif général de cette thèse a été d’étudier les l'apparition et l'évolution 
des altérations neuronales au niveau de l’hippocampe, une structure clé pour la mémoire. Nous avons 
aussi examiné, en fonction de la progression temporelle de la pathologie, l'effet de l'environnement sur 
les déficits comportementaux et certaines atteintes cellulaires. Pour cela, nous avons choisi de 
travailler sur un modèle murin qui développe une forme progressive de la MA, les souris hAPPswe 
Tg2576. 
 
Ces travaux de thèse s’articulent autour de deux axes : 
 
 Le premier, dont les résultats sont présentés dans le chapitre 1 des Résultats, s’intéresse 
aux altérations cellulaires se mettant en place au cours du développement de la pathologie amyloïde. 
Une hypothèse actuelle stipule que le peptide amyloïde induit une excitotoxicité à l’origine de 
mécanismes compensatoires inhibiteurs au sein du réseau neuronal de l’hippocampe (Palop et al., 
2007). Nous avons donc étudié par immunohistochimie des marqueurs d’activité et d’inhibition 
cellulaires témoignant d’un remodelage des réseaux neuronaux, à différents âges correspondant à des 
étapes importantes de la progression de la pathologie. Pour cela nous avons quantifié l’expression de 
protéines dépendantes de l’activité cellulaire, telles de la calbindine et Arc, et un marqueur 
d’inhibition dans l’hippocampe, le Neuropeptide Y. Nous nous sommes également intéressés à la 
neurogenèse hippocampique. En effet, la production de nouveaux neurones devenant fonctionnels au 
sein du réseau neuronal est une forme de plasticité cérébrale impliquée dans les processus mnésiques. 
La neurogenèse est un phénomène sensible à l’environnement extracellulaire et une altération de cette 
neurogenèse pourrait refléter des dysfonctionnements du réseau neuronal hippocampique.  
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 Dans notre deuxième axe, développé dans le chapitre 2 des Résultats, il s'agissait de 
déterminer s’il était possible d’induire une réserve cognitive à l’origine d’un effet pro-mnésique et 
neuroprotecteur chez la souris, mimant les observations faites chez l’Homme, et s’il existait une 
période critique plus favorable pour stimuler cette réserve cognitive. Nous avons exposé les souris 
Tg2576 pendant une période de leur vie au paradigme du milieu enrichi, connu pour entraîner un effet 
bénéfique sur la mémoire et la plasticité neuronale (Nithianantharajah and Hannan, 2009; Rampon and 
Tsien, 2000). Cela nous a permis d’examiner chez la souris modèle de la MA les effets d’un court 
séjour en milieu enrichi, à la fois sur les déficits mnésiques et les altérations cellulaires se développant 
au cours du vieillissement pathologique. Ensuite, à l’âge de 13 mois, les souris ont été testées dans une 
batterie de tests comportementaux permettant de mesurer la locomotion, l’anxiété et la mémoire 
dépendante ou non de l’hippocampe. Une analyse histologique de leur cerveau a finalement permis de 
rechercher des médiateurs cellulaires de la réserve cognitive.  
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II. Matériel et Méthodes 
1.  Animaux 
Les expériences ont été menées sur des souris adultes mâles et femelles de la lignée Tg2576 
(Hsiao et al., 1996). Ces souris transgéniques portent une forme mutée de l’Amyloid Precursor Protein 
APP (double mutation Lys670-Asn, Met671-Leu [K670N, M671L]), sous le contrôle d’un promoteur 
du prion de hamster, et surexpriment la forme humaine suédoise mutée de l’APP : l’APP695. Pour cet 
élevage, des mâles Tg2576 sont croisés avec des femelles C57B6/SJL F1 (Charles River, France). Les 
souriceaux ont été génotypés pour la présence du transgène (souris porteuses de la mutation : Tg2576) 
ou absence du transgène (Non transgéniques NTg) par PCR sur ADN de fragment de queue (travail 
réalisé par Hélène Halley au laboratoire).  
Les animaux sont élevés dans une animalerie dont la température est contrôlée (20°C) avec un 
cycle de lumière /obscurité de 12h/12h (8h00-20h00). Les animaux ont librement accès à la nourriture 
et à l’eau. Les expériences ont été menées selon les recommandations pour l’expérimentation animale 
de l’Union Européenne (86/669/EEC). 
2.  Hébergement 
Deux groupes d’animaux ont été utilisés pour deux études distinctes : l’une concerne l’effet du 
vieillissement et du transgène chez les souris Tg2576 sur la fonction et la plasticité cérébrale (chapitre 
1 de la partie Résultats), alors que l’autre porte sur l’influence de l’exposition à l’environnement 
enrichi sur le développement de la pathologie amyloïde (chapitre 2 des Résultats).  
Concernant la première étude, des souris mâles uniquement ont été étudiées. Ces souris ont été 
élevées par groupe de 4-5, en cages standard de laboratoire. Concernant la deuxième étude, 
l’environnement « enrichi » consiste en une grande cage (150x80x80cm) contenant de nombreux 
objets de couleurs, de forme et de textures variées (jouets, tubes plastiques, blocs de bois, grilles) et 
disposés pour former des plates-formes en hauteur, cachettes, petites maisons, etc… 
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(Nithianantharajah and Hannan, 2006; van Praag et al., 2000) (Figure 1A). Cet environnement enrichi 
ne contient pas de roue. Les objets sont réorganisés et renouvelés tous les 2 jours afin de stimuler le 
comportement exploratoire des animaux. Les souris transgéniques et non transgéniques des mêmes 
portées ont été assignées de manière aléatoire soit en hébergement standard de laboratoire, soit en 
environnement enrichi. Les souris sont placées par groupe de 10-13 dans l’EE et les souris logées en 
conditions standard d’élevage servant de groupe contrôle (nonEE) sont logées par groupe de 4 ou 5 
souris pour toute la durée des expériences, depuis leur sevrage jusqu’à l’âge de 13 mois. Seules les 
souris femelles des mêmes portées ont été étudiées, les mâles âgés étant trop agressifs pour être élevés 
en groupes.  
Après la période de 10 semaines d’enrichissement, les souris retournent en cages standard de 
laboratoire jusqu’à l’âge de 13 mois, auquel les animaux sont testés en comportement (Figure 1B). 
Différents tests comportementaux ont été réalisés (open field, elevated plus maze, object recognition 
task) par Laure Verret avant mon arrivée au laboratoire. Je ne vais présenter ici que le test en 
labyrinthe aquatique de Morris en version non spatiale et spatiale que j’ai utilisé. 
 
 
Figure 1. Photographies des deux modes d’hébergement des souris (A) et protocole expérimental (B). 
À l’âge de 3 ou 10 mois, les souris Tg2576 et non transgéniques (NTg) ont été hébergées dans 
l’environnement enrichi (A, droite) ou maintenues en hébergement standard de laboratoire (A, 
gauche). Après 10 semaines d’enrichissement, les souris retournent en cage standard jusqu’à l’âge de 
13 mois, âge auquel elles subissent des tests comportementaux avant d’être sacrifiées. (Verret et al, 
2012) 
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3.  Tests comportementaux : labyrinthe aquatique de Morris (MWM) 
3.1.  Principe 
Dans ce test comportemental, les souris doivent apprendre, pour échapper à l’eau, à trouver 
l’emplacement d’une plateforme invisible, cachée sous l’eau (Morris, 1981). Cette tâche permet 
d’évaluer les capacités d’apprentissage de mémoire spatiale chez la souris. Ce test repose sur la 
tendance naturelle de l’animal à chercher à s’échapper d’un environnement stressant, et est 
particulièrement intéressant car il peut se décliner sous deux versions :  
 une version non spatiale, dite « indicée », indépendante de l’hippocampe, mais 
dépendante du striatum dorsal (pour revue (McDonald and White, 1994), qui permet la formation 
d’une mémoire associative. 
 une version spatiale dépendante de l’hippocampe (Morris et al., 1982), qui implique 
l’utilisation d’indices spatiaux. 
3.2.  Dispositif expérimental 
Une piscine circulaire a été utilisée (diamètre : 110cm, profondeur : 30cm). La piscine est 
remplie d’eau (température : 22,5°C) rendue opaque par l’ajout d’un colorant blanc non toxique, le 
lytron 631 (Figure 2). 
Une caméra, suspendue au dessus du centre de la piscine, est connectée à un ordinateur équipé 
d’un logiciel de trajectométrie (Ethovision, Noldus). La piscine, entourée d’un rideau blanc, est située 
dans une pièce d’expérimentation dont la température et la luminosité sont contrôlées. 
La température est de 23°C et trois sources lumineuses (lampe à lumière blanche de 60W, lumière 
rouge de 150W et une lampe halogène) sont réparties dans la pièce de façon à homogénéiser la 
luminosité. Le labyrinthe aquatique est divisé virtuellement en quatre quadrants de surfaces égales, à 
l’intérieur desquels une plateforme peinte en blanc (diamètre : 9 cm) peut être positionnée à 15cm de 
la paroi. 
Avant chaque expérience, les souris sont laissées 10min dans leur cage sous la lumière rouge, 
dans la pièce d’expérimentation, afin que les animaux se familiarisent à la pièce expérimentale. 
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Figure 2. Photographies du dispositif expérimental du labyrinthe aquatique de Morris (d’après la 
thèse de Trouche, 2009). A, Le dispositif est composé d’une piscine remplie d’eau opacifiée, entourée 
de rideaux blancs et de repères distaux. La piscine est divisée virtuellement en quadrants (cible, 
adjacents A1 et A2, et opposé). B, les souris doivent apprendre à localiser une plateforme immergée 
pour échapper à l’eau.  
3.3.  Version non spatiale du labyrinthe aquatique  
La version non spatiale ou « indicée » du labyrinthe aquatique de Morris est une tâche 
indépendante de l’hippocampe, dans laquelle l’animal doit apprendre à associer la localisation d’un 
indice visuel proximal avec la position de la plate-forme (McDonald and White, 1994) (Figure 3). La 
pièce expérimentale est identique à celle utilisée pour la version spatiale, à l’exception des indices 
visuels distaux situés autour de la piscine qui ont été retirés.  
 
Figure 3. Schéma et photographie du dispositif expérimental du labyrinthe aquatique de Morris, dans 
sa version indicée (d’après la thèse de Trouche, 2009) 
 
A B 
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Cet apprentissage qui permet de tester la mémoire non spatiale de l’animal est ici utilisé pour 
familiariser l’animal avec le dispositif. En effet, au cours des essais, les souris se familiarisent avec 
l’environnement aquatique et le dispositif expérimental et apprennent la règle du jeu. Cette tâche 
permet également de détecter les éventuelles souris présentant des problèmes moteurs ou visuels 
(problème de nage, difficultés physiques, comportement stéréotypé, etc...). Quelques rares souris ont 
été exclues pour ces raisons.  
 
Acquisition 
 
Pendant l’apprentissage, la plateforme est placée à 0,5 cm au dessus du niveau de l’eau et est 
ainsi visible pour l’animal. L’indice proximal utilisé est une boule suspendue au dessus de la 
plateforme (voir figure 3). 
Les souris doivent réaliser un apprentissage en 3 essais, chacun des essais étant séparé de 60 
secondes de temps d’observation sur la plateforme. L’animal est déposé à l’un des trois points de 
départ de la piscine. La souris dispose alors d’1 min pour regagner la plateforme en s’aidant de 
l’indice visuel proximal. Au-delà de ce délai, si la souris n’a pas trouvé la plate-forme, 
l’expérimentateur la guide vers celle-ci. À la fin de chaque essai, la souris est laissée 60 sec sur la 
plateforme afin de lui laisser du temps pour l’observation et la compréhension de la tâche, puis elle est 
replacée dans sa cage. 
3.4.  Version spatiale du labyrinthe aquatique 
Il s’agit d’une tâche spatiale dans laquelle les animaux doivent apprendre à localiser 
l’emplacement d’une plate-forme cachée sous l’eau, dont la position est fixe. Pour ce faire, les 
animaux s’aident de repères visuels distaux situés autour de la piscine. Les repères distaux sont des 
motifs placés sur les rideaux entourant la piscine (motifs noirs et blancs rayés, objets de couleur, etc...) 
(Figure 2A). L’apprentissage spatial dans la piscine requiert l’utilisation d’une stratégie allocentrique 
et l’intégrité de l’hippocampe (Morris et al., 1982; Riedel et al., 1999). Le protocole expérimental 
comporte deux phases : l’acquisition et le test de rétention. 
 
Acquisition 
Le lendemain de l’apprentissage en version indicée du labyrinthe aquatique de Morris, les souris 
sont soumises à l’apprentissage spatial. Dans ce protocole, la plateforme est invisible (0,5 cm sous le 
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niveau de l’eau) et sa localisation est fixe, située dans le « quadrant cible ». La procédure est similaire 
à celle présentée lors de la phase d’apprentissage indicé (apprentissage « distribué » car il s’étend sur 4 
jours, avec 3 essais par jours). Cependant, l’animal doit cette fois apprendre à s’orienter en s’aidant 
des indices visuels distaux pour trouver la plateforme. Pour cela, il doit former une représentation 
spatiale cognitive de l’espace et de l’emplacement de la plateforme. Un intervalle de 60 sec sépare les 
essais, durant lequel la souris peut observer la pièce. 
3.5.  Test de rétention 
Au cours du 4ème jour d’acquisition, la mémoire spatiale de la position de la plateforme peut être 
évaluée. Lors de ce test de rétention, ou probe test, la plateforme est retirée de la piscine et la souris 
est placée au centre de la piscine, son museau face au quadrant opposé à celui qui contenait la 
plateforme lors de l’apprentissage. Ce probe test s’effectue en un seul essai et dure une minute. Pour 
tester l’apprentissage, un probe test « immédiat » s’effectue au dernier jour d’apprentissage, après le 
3ième essai d’apprentissage.  
3.6.  Analyse des paramètres comportementaux 
Dans les deux versions du test, tous les essais sont filmés et analysés. Le logiciel de 
trajectométrie assisté par ordinateur (Ethovision, Noldus) mesure un grand nombre de paramètres 
comportementaux de l’animal. Pendant les phases d’acquisitions, les paramètres suivants sont relevés : 
la vitesse de nage, la distance parcourue par l’animal, et la latence pour atteindre la plateforme. Au 
cours du probe test, deux paramètres sont relevés : le temps passé dans chacun des quatre quadrants 
virtuels et le nombre de croisement de chacun des annuli (emplacements fictifs de la plateforme dans 
les quatre quadrants). 
Les paramètres mesurés durant l’acquisition sont analysés par une ANOVA à mesure répétée à 
deux facteurs (two-way ANOVA) : les facteurs « jours » (1 à 5) et « condition d’hébergement » (EE 
ou non EE). Les performances du test de rétention sont analysées par une ANOVA à un facteur (one-
way ANOVA) afin d’étudier au sein de chaque groupe le nombre de traversées des annuli et les temps 
passés dans chaque quadrant. Lorsque cela est approprié, les comparaisons multiples post-hoc sont 
réalisées avec un test de Bonferroni.  
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4.  Etude anatomo-fonctionnelle 
4.1.  Injections du marqueur 5’-bromo-2 deoxyuridine (BrdU) 
Afin de visualiser et de suivre le devenir des cellules nouvellement formées dans le gyrus denté 
de l’hippocampe, les animaux reçoivent des injections intra-péritonéales (i.p.) d’une solution 
contenant le 5’-bromo-2 deoxyuridine dilué dans une solution à 0,9% de chlorure de sodium (Sigma 
Aldrich, 10mg/ml, pH=7,4). Ce marqueur nucléaire est un analogue de la thymidine capable de 
s’incorporer dans l’ADN des cellules en division lors de la phase S du cycle cellulaire, qui correspond 
à la réplication de l’ADN. Les injections aux souris sont réalisées à une dose de 100mg/kg. Le nombre 
d’injections varie selon les études et les questions posées : pour étudier la prolifération cellulaire, nous 
avons réalisé 2 injections espacées de 4h ; pour l’étude de la survie des nouvelles cellules formées, 3 
injections espacées de 3-4h sont réalisées pour marquer une plus grande population de cellules qui 
prolifèrent. Les noyaux des cellules nouvellement formées ayant incorporé le BrdU sont ensuite 
révélés par immunohistochimie.  
4.2.  Injections d’un vecteur viral fluorescent 
L’étude des nouveaux neurones a été complétée par l’utilisation d’un vecteur rétroviral 
exprimant la eGFP (enhanced Green Fluorescent Protein). Ce vecteur viral est capable de s’incorporer 
dans l’ADN des cellules en division uniquement, induisant l’expression du gène codant pour la 
protéine GFP dans tout le cytoplasme (corps cellulaire, dendrites, axone). Ainsi, contrairement au 
BrdU qui ne marque que les noyaux, cette technique permet de visualiser l’ensemble de la cellule (sa 
morphologie).  
Les vecteurs retroviraux ont été construits et produits par L. Roybon (Columbia University, NY, 
USA) (Roybon et al., 2008; Roybon et al., 2009). Le virus utilisé dans cette étude est un rétrovirus 
dérivé de Moloney Leukemia permettant l’expression d’un gène codant pour une protéine 
fluorescente, eGFP, au sein des cellules transduites. La solution virale à un titre de 0.5x109 unités 
virales par ml et est conservée sous forme d’aliquots à -80°C. Au moment de l’injection, les aliquots 
sont dilués à ½ dans du sérum physiologique (NaCl 0,9%) puis sont conservés à 4°C avant d’être 
utilisés.  
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Chirurgie et stéréotaxie 
Le vecteur viral est injecté bilatéralement sous contrôle stéréotaxique dans le gyrus denté des 
souris. Cette manipulation est réalisée dans le poste de sécurité microbiologique. Ces injections ont été 
réalisées avec l’aide de Kevin Richetin. Les souris ont été anesthésiées avec une solution de 
Kétamine/Xylasine (0,02ml/kg), puis placées dans l’appareil à stéréotaxie. La tête de la souris est 
maintenue immobile à l’aide de deux barres placées sur les tempes de l’animal, le museau étant bloqué 
avec une « pièce de gueule ». La peau du crâne est incisée de façon à rendre visible les différentes 
structures du crâne nommées bregma (intersection entre la suture coronale et la suture sagittale) et 
lambda (intersection entre la structure lambdoïde et la suture sagittale). Les coordonnées (x, y, z) des 
points de référence (bregma, lambda) sont mesurées avec la pointe de l’aiguille de la seringue 
Hamilton contenant la préparation de la solution de vecteur viral. Les coordonnées des sites 
d’injection sont calculées à partir de l’atlas stéréotaxique du cerveau de souris par rapport au bregma 
(Franklin et Paxinos, 2001). Les souris sont injectées dans chaque gyrus denté (soit 2 sites par souris). 
Les coordonnées des sites d’injections sont : site1 (x=+1.6 ; y=-2.0 ; z=-2.5), site2 (x=-1.6 ; y=-2.0 ; 
z=-2.5). Le crâne est percé au niveau de ces 2 sites, puis la pointe de la seringue y est introduite afin 
d’injecter 0,5µl de virus (à 0,1µl/min) dans chaque site. Un délai de 5min entre chaque injection est 
respecté afin d’éviter que le retrait de l’aiguille ne perturbe la diffusion du vecteur. La peau du crâne 
est ensuite suturée avec du fil résorbable et les animaux sont placés en cage de réveil durant environ 
2h, avant de retourner dans leur cage d’origine. Les instruments et seringues utilisés sont dédiés à 
l’injection de vecteurs rétroviraux et sont désinfectés, ainsi que le plan de travail, avec une solution 
neutralisante (éthanol à 70%). 
4.3.  Perfusion et préparation histologique 
4.3.1.  Perfusion intracardiaque 
Afin de procéder à la détection par immunohistochimie d’antigènes cibles, les tissus cérébraux 
sont fixés au paraformadéhyde. Pour cela, les animaux sont profondément anesthésiés par une 
injection intra-péritonéale de pentobarbital sodique (150mg/kg). Ils sont ensuite perfusés par voie 
intra-cardiaque avec 20ml de solution de rinçage du sang (tampon phosphate PB à 0,1M ; pH=7,4) 
suivi de 140ml de fixateur (paraformadéhyde PFA à 4% dans du PB0.1M). Pour les travaux 
nécessitant des tissus frais (étude sur l’effet de l’environnement enrichi), les souris sont perfusées avec 
une solution de chlorure de sodium (0,9%), les structures cérébrales disséquées sur un hémisphère, 
l’autre hémisphère étant gardé pour les immunohistochimies. À la fin de la perfusion, les cerveaux ou 
demi-cerveaux prévus pour les immunohistochimies sont post-fixés dans une solution de PFA 4% 
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pendant 24h à 4°C, puis transférés dans une solution de PB0.1M contenant 30% de saccharose et 0,1% 
d’azide pendant au moins deux jours à 4°C, afin de préserver les tissus lors de la congélation. 
4.3.2.  Obtention et conservation des coupes histologiques 
Les cerveaux sont plongés 3 min dans de l’isopentane liquide dont la température est stabilisée 
entre -40 et -50°C par de la carboglace. Les cerveaux congelés sont ensuite entièrement sectionnés au 
cryostat (Leica) dans une enceinte maintenue à -20°C, en coupes frontales sériées de 30µm 
d’épaisseur, depuis le cortex préfrontal jusqu’à la partie la plus caudale du cerveau. 
Les coupes flottantes sont recueillies dans une solution de PB 0.1M (à pH=7,4) contenant 0,9% 
de NaCl (PBS), puis sont rincées deux fois pendant 10min à température ambiante sur agitateur. Elles 
sont ensuite conservées à -20°C dans une solution cryoprotectrice à base d’éthylène glycol (30%) et de 
glycérol (30%) dans du PB0.1M. 
4.4.  Immunohistochimie en visible 
Les cellules nouvellement formées ayant intégré le BrdU et la présence et la localisation de 
protéines de fonctionnement cellulaire ont été analysées par immunohistochimie. Les marqueurs de 
fonctionnement ou de régulation cellulaires qui ont été visualisés et quantifiés dans cette étude sont le 
Neuropeptide Y (NPY), la Calbindine (CB), et la protéine Arc (activity-regulated cytoskeleton-
associated protein). Selon leur localisation, ces protéines sont exprimées dans les cellules granulaires 
du gyrus denté et/ou les interneurones GABAergiques de l’hippocampe. Leur présence reflète un état 
d’activation et indique la nature du neurotransmetteur des cellules. 
La révélation de marqueurs endogènes (protéines NPY, Calbindine, Arc, Doublecortine) ou 
exogènes (marqueur BrdU) est réalisée sur coupes flottantes longuement rincées dans du PBS 
contenant du Triton-X-100. Le Triton-X-100 est un détergent qui perméabilise les membranes 
plasmiques et nucléaires, facilitant ainsi l’accès des anticorps primaires et secondaires aux épitopes 
antigéniques. Entre chaque incubation, les coupes sont rincées 2x15min dans une solution de PBS 
contenant 0,25% de triton-X-100 (PBST). Toutes les étapes se déroulent sous agitation orbitale et à 
température ambiante. 
Les coupes flottantes sont placées pendant 20min dans une solution de PBS, du méthanol (10%) 
et du peroxyde d’hydrogène (H2O2 à 3%) afin d’inhiber l’activité des peroxydases endogènes. Pour 
l’immunohistochimie du BrdU uniquement, une dénaturation de l’ADN est nécessaire. Pour cela, les 
coupes sont ensuite placées dans une solution d’HCl à 2N, entraînant la dénaturation progressive des 
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brins d’ADN pour favoriser l’accès de l’anticorps aux sites antigéniques. La réaction est alors 
neutralisée par deux rinçages de 15min dans une solution d’acide borique à 0.1M (pH=8,5). Les 
coupes sont ensuite toutes pré-incubées pendant 1h dans une solution de PBST contenant 0,1% d’azide 
et 5% de sérum de chèvre (PBST-azide-NGS 5%) saturant ainsi les sites antigéniques non spécifiques. 
 
Figure 4. Principe général de l’immunohistochimie en visible. L’antigène est reconnu par l’anticorps 
primaire qui se fixe sur lui. L’anticorps secondaire biotinylé dirigé contre l’espèce dans laquelle les 
anticorps primaires ont été conçus se fixe sur le primaire. Le complexe Avidine Biotine (ABC) portant 
l’Horseradish Peroxydase (HRP) se lie alors aux molécules de biotine pour amplifier le signal. Le 
peroxyde d’hydrogène, au contact de la HRP, induit la formation d’un précipité de DAB, marquant 
ainsi l’emplacement de l’antigène (cellule entière, dendrites ou noyaux). 
 
Les coupes sont incubées pendant une nuit dans une solution d’anticorps monoclonal de rat anti 
BrdU (dilution 1/400 dans la solution de pré-incubation, OBTOO30, Harlan Sera-Lab), lapin anti-
NPY (dilution 1/5000, Sigma Aldrich), lapin anti-CB (dilution 1/40000, Swant), ou lapin anti-Arc 
(dilution 1/3000, Synaptic System) dilués dans une solution de PBST-azide-NGS5% (Figure 4). Le 
lendemain, les coupes sont incubées pendant 90 min en présence de l’anticorps secondaire polyclonal 
biotinylé de chèvre dirigé contre les IgGs de rat (dilution 1/400 dans du PBST, Vector) ou dirigé 
contre les IgGs de lapin (dilution 1/400 dans le PBST, Vector), puis 90 min dans une solution 
d’avidine-biotine (ABC dilution 1/400 dans du PBST, Vector). Les différents marquages sont enfin 
révélés grâce à l’utilisation de la 3,3 diaminobenzidine tétrahydrochloride (DAB à 0,025% dans une 
solution de Tris-HCl 0.05M ; pH=7,6) en présence d’H2O2 (0,003%) colorant ainsi les cellules 
immunoréactives en marron (technique DAB), ou bien en ajoutant du sulfate de nickel d’ammonium 
colorant ainsi les cellules ou noyaux immuno-réactifs en noir (technique DAB-Ni). La cinétique de la 
réaction est contrôlée sous microscope. Lorsque le rapport signal/bruit de fond est jugé optimal, la 
réaction est stoppée par deux rinçages dans une solution de PBST-azide (0,1%) qui inactive la réaction 
enzymatique (Figure5). 
Après plusieurs rinçages, les coupes sont montées sur des lames gélatinées suivant l’axe rostro-
caudal, puis séchées à température ambiante pendant 48h. Les coupes sont alors immergées dans des 
bains contenant les solutions suivantes : H2O (2x10min) pour éliminer les sels, Nuclar Fast Red 
(Vector laboratories) (10min) pour contre-colorer le tissu, H2O (2x10min) pour laver l’excédent de 
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colorant, éthanol 50% (10min), éthanol 70% (10min), éthanol 90% (10min), éthanol 100% (10min) 
pour déshydrater les tissus, toluène (2x10min), le solvant de la colle de montage (résine Eukitt). Les 
lames sont finalement recouvertes d’une lamelle à l’aide d’une colle Eukitt (illustration du marquage 
obtenu, Figure5). 
 
 
Figure 5. Photographies de sections frontales d’hippocampe dorsal de souris contre-colorées avec le 
Nuclear Fast Red (couleur rose) illustrant la présence de cellules immunopositives (flèches) au BrdU 
(A) et Arc (B) dans le gyrus denté (CCG : Couche de Cellules Granulaires ; ZSG : Zone Sous 
Granulaire). 
4.5.  Immunohistochimie en fluorescence 
L’immunohistochimie en fluorescence est une technique très sensible permettant d’obtenir un 
contraste élevé. Cette technique permet également de combiner plusieurs marquages sur un même 
tissu grâce aux différentes longueurs d’onde possibles en fluorescence. Les rinçages et les incubations 
se font à l’abri de la lumière à partir du moment où l’anticorps secondaire fluorescent a été utilisé. 
4.5.1.  Immunofluorescence de la GFP 
La fluorescence de la GFP étant fortement diminuée par les traitements des cerveaux et des 
coupes (PFA, congélation…), une immunohistochimie dirigée contre la GFP permet de visualiser les 
cellules ayant intégré le vecteur retroviral et exprimant la eGFP. Les coupes sont incubées pendant une 
nuit dans une solution de PBST contenant l’anticorps primaire de lapin anti-GFP (1/500, Santa Cruz). 
Le lendemain les coupes sont incubées pendant 90min dans une solution d’anticorps secondaire 
fabriqué chez la chèvre, dirigé contre les IgGs de lapin et couplé à l’Alexa Fluor 555 (dilution 1/500, 
Invitrogen). Une contre-coloration est réalisée en plongeant 5 min les coupes dans un bain de Hoechst 
(Figure 6). 
A B 
Arc BrdU 
68 
 
 
Figure 6. Illustration de neurones marqués à la GFP (révélée en rouge) localisés dans la couche 
granulaire (en bleu, contre-coloration au Hoeschst) 
 
4.5.2.  Triple marquage BrdU, NeuN, Doublecortine  
Afin d’identifier l’état de maturation des nouvelles cellules, nous avons combiné 
l’immunohistochimie du BrdU avec celles de la Doublecortine (protéine associée aux microtubules et 
exprimée par les neurones immatures) et de NeuN (Neuron-specific Nuclear protein, marqueur de 
maturité neuronale). Les pré-traitements des coupes détaillées ci-dessus pour la dénaturation de l’ADN 
et la révélation du BrdU sont complétés par une étape de mise en évidence des épitopes (epitope 
retrieval) Doublecortine (DCX) à l’aide de tampon citrate (10mM, pH=6) à 90°C pendant 30min 
(protocole adapté de Verret et al, 2007). Les coupes sont incubées pendant deux nuits à 4°C dans une 
solution de PBST contenant l’anticorps primaire de rat anti-BrdU (dilution 1/400), l’anticorps primaire 
de lapin anti-Doublecortine (dilution 1/300, Santa Cruz), l’anticorps primaire de souris anti-NeuN 
(dilution 1/1200, Chemicon). Le lendemain, les coupes sont incubées pendant 90min dans une solution 
d’anticorps secondaire de chèvre dirigé contre les IgGs de rat couplé à l’Alexa Fluor 488 (dilution 
1/500, Invitrogen), d’anticorps secondaire de chèvre dirigé contre les IgGs de lapin couplé à l’Alexa 
Fluor 555 (dilution 1/500, Invitrogen), et d’anticorps secondaire de chèvre dirigé contre les IgGs de 
souris couplé à l’Alexa Fluor 647 (dilution 1/500, Invitrogen). 
Les coupes révélées en fluorescence sont ensuite montées sur des lames non gélatinées suivant 
l’axe rostro-caudal, puis laissées à sécher à 4°C pendant 1h. Les lames sont alors recouvertes de 
lamelles collées avec du Moewiol (Merck Calbiochem), conservées à 4°C pour être analysées au 
microscope confocal (Figure 7). 
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Figure 7. Photographies prises au microscope confocal (Leica, Sp2) d’une nouvelle cellule nerveuse 
du gyrus denté (marquage BrdU en vert), qui est à un stade immature (colocalisation avec le 
marqueur DCX en rouge, et pas avec NeuN en bleu).  
4.6.  Méthodes de quantification en microscopie 
4.6.1.  Quantification en microscopie visible : noyaux BrdU+ et cellules Arc+ 
La quantification des noyaux ou cellules immunomarqués est réalisée sur un échantillon 
stéréologique d’une coupe sur six (espacées de 180µm) au niveau du gyrus denté des deux 
hippocampes dorsaux. Les noyaux ou cellules immunopositifs sont comptés sous microscope en 
utilisant l’objectif x40. Pour chaque coupe, la surface des deux gyri dentés droit et gauche est 
délimitée à l’aide du logiciel Mercator (ExploraNova) sous objectif x10 grâce aux repères 
anatomiques fournis par la contre-coloration nucléaire au Nuclear Fast Red et par l’atlas de cerveau de 
souris (Mouse atlas brain, Franklin et Paxinos) (Figure 8).  
La densité de cellules par surface de tissu est obtenue en divisant le nombre total de cellules 
comptées par la somme des surfaces des hippocampes échantillonnés. Le volume de référence 
(« Vref ») du gyrus denté est calculé en multipliant la somme des surfaces des coupes échantillonnées 
par la distance entre deux coupes (soit 180µm pour un échantillonnage de 1 coupe sur 6 ; ou 360µm 
pour un échantillonnage de 1 coupe sur 12). Avant chaque interprétation, les Vrefs de chaque groupe 
d’animaux sont comparés afin de vérifier qu’il n’y a pas de différence significative entre eux 
(Gundersen, 1980; Gundersen and Osterby, 1981; West et al., 1991). 
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Figure 8. Photographie d’une section frontale contre-colorée au Nucléar fast Red illustrant la 
présence de cellules immunopositives au BrdU (flèches) dans le gyrus denté. La surface du gyrus 
denté est mesurée grâce au tracé du contour du gyrus réalisé avec le logiciel Mercator (Explora 
Nova) (CCG : Couche de Cellules Granulaires, ZSG : Zone Sous Granulaire). 
 
Quantification des cellules Arc+ 
La méthode de quantification des cellules Arc+ est la même que celle des noyaux BrdU+, à la 
différence que l’analyse est réalisée sur un échantillon stéréologique d’une coupe sur douze (espacées 
de 360µm) au niveau des gyri dentés des deux hippocampes dorsaux. Le volume de référence (Vref) 
est donc cette fois calculé en multipliant la somme des surfaces échantillonnées par la distance entre 
deux coupes de 360µm. 
4.6.2.  Quantification de la densité du marquage NPY et CB 
Ces deux protéines sont exprimées par les cellules granulaires du gyrus denté et/ou les 
interneurones GABAergiques de l’hippocampe. Le marquage étant localisé sur les axones et dendrites, 
les marquages du Neuropeptide Y (NPY) et de la calbindine (CB) ont été quantifiés par la mesure de 
densité optique dans l’hippocampe dorsal. L’analyse a été effectuée sur deux coupes coronales de 
cerveau espacées de 360µm, selon la méthode décrite par Palop et al. (2011). Les images sont 
obtenues grâce à une caméra numérique (Optronics, Goleta, CA) connectée à un microscope optique 
(objectif x10, BX51 Olympus) en utilisant le logiciel Mercator (Explora Nova, La Rochelle, France). 
À chaque pixel correspond un nombre compris entre 0 (noir) et 255 (blanc), qui représente l’intensité 
de la lumière transmise en un point. Les images sont traitées pour avoir une coloration 8-bits (noir et 
blanc) et en mode négatif (inversion). Ainsi les zones les plus claires sont celles qui correspondent au 
marquage le plus important. Les intensités de marquage sont mesurées par un logiciel d’analyse 
d’image ImageJ (logiciel libre d’accès, disponible sur http://rsb.info.nih.gov.gate1.inist.fr/ij/) et sont 
exprimées en densité optique intégrée (IOD). Les IOD obtenues correspondent à la moyenne de deux 
aires de mesures, pour chaque gyrus denté.  
Pour le marquage NPY, les IOD sont mesurées dans la couche moléculaire (axones des 
interneurones), les fibres moussues (axones des cellules granulaires) et le thalamus qui sert de zone 
contrôle. Pour le marquage de la Calbindine, les IOD sont mesurées dans la couche moléculaire 
(dendrites des cellules granulaires) et le stratum radiatum (SR) de la région CA1 (Figure 9). Les zones 
contrôles où le marquage étudié est stable sont utilisées pour normaliser les IOD de chaque gyrus 
denté afin de tenir compte des variations d’intensité du signal entre les coupes. Enfin, pour chaque 
groupe de souris, la densité optique a été normalisée par rapport au groupe contrôle, dont la moyenne 
est arbitrairement fixée à 1. 
71 
 
 
Figure 9. Schéma d’une coupe frontale de cerveau (adapté d’après « Mouse Atlas Brain » de Franklin 
et Paxinos). DG: gyrus denté, MoDG: couche moléculaire du DG, GrDG: couche granulaire du DG, 
CA1/3: Corne d’Ammon1/3, SLu: Stratum lucidum, Py : couche de cellules pyramidales, LPLR et 
LPMR: noyau thalamique latéral postérieur (médio et latéro-rostral) 
 
4.6.3.  Analyse phénotypique des cellules BrdU+ 
L’étude de co-localisation intracellulaire du BrdU avec les marqueurs NeuN et DCX a été 
menée en microscopie confocale avec un laser krypton/argon 488/568 (Leica Sp2, plateforme RIO, 
IFR109-CBD) qui permet de s’assurer rigoureusement de la colocalisation tridimensionnelle des trois 
marqueurs d’intérêt, non seulement dans les dimensions x et y, mais aussi dans l’épaisseur de la coupe 
(dimension z).  
De manière générale, le pourcentage de co-localisation des marqueurs dans les cellules est 
déterminé en analysant 20 cellules immunopositives au BrdU (BrdU+) par animal, puis en estimant 
parmi celles-ci, la proportion doublement marquée (BrdU+NeuN+ ou BrdU+DCX+). Au microscope 
confocal, la colocalisation est déterminée en scannant séquentiellement les trois fluorochromes afin 
d’éviter le chevauchement des signaux émis dans le vert, le rouge et dans le rouge lointain, puis en 
superposant les images obtenues pour examiner leur colocalisation dans les trois plans de l’espace. 
4.6.4.  Analyse morphologique des nouveaux neurones GFP+ 
La maturation morphologique des nouveaux neurones se poursuit dans les jours suivant leur 
naissance au sein du gyrus denté (Zhao et al., 2006). Notamment, il a été montré qu’après avoir migré 
localement dans la couche granulaire et après avoir émis un axone et des dendrites, les nouveaux 
neurones vont adopter une morphologie complexe, visible au niveau de leur arborisation dendritique et 
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de la densité des épines dendritiques (Figure 10). Il est probable que cette morphologie reflète en 
partie le niveau d’intégration fonctionnelle de la cellule (Tronel et al, 2010). Nous avons donc 
envisagé d’évaluer l’état de maturation morphologique des nouveaux neurones âgés de 14 et 28 jours 
chez les souris Tg2576 âgées de 3 mois grâce à l’expression de la GFP. Après immunohistochimie de 
la GFP, plusieurs paramètres permettant d’évaluer le degré de maturation morphologique des cellules 
ont été mesurés à l’aide de microscopes à fluorescence (BX51 Olympus, Essex, UK) et confocal 
(Leica sp2, plateforme RIO, IFR109-CBD) tels que : le nombre d’embranchements dendritiques, la 
densité des épines dendritiques, la longueur des dendrites ainsi que la présence d’axones de projection 
vers la région CA3 (Figure10D). 
 
Figure 10. Photographies en microscopie à fluorescence montrant en rouge (Alexa 555) les nouveaux 
neurones âgés de 28 jours transduits avec le vecteur viral-GFP dans le gyrus denté. A, gyrus denté et 
région CA3 de l’hippocampe. B, détails des prolongements axonaux des nouveaux neurones 
granulaires arrivant dans la région CA3, zone de contact avec les cellules pyramidales. C, une cellule 
de 28 jours transfectée avec le virus GFP. D, paramètres de l’analyse morphologique d’un nouveau 
neurone exprimant GFP. Barre d’échelle 500μm (A), 100μm (B), 50μm (C). 
 
5.  Préparation des tissus pour le dosage biochimique 
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Des prélèvements de tissus frais sont réalisés afin de réaliser des expériences de dosages par 
ELISA ou de Western Blot. Les souris sont euthanasiées par injection intra-péritonéale d’une dose 
léthale de pentobarbital sodique (150mg/kg) et perfusées au NaCl, 24h après le dernier jour 
d’acquisition en test aquatique de Morris et le test de rétention. Les cerveaux sont ensuite rapidement 
prélevés puis transférés sur glace. Les structures d’intérêt prélevées sur un hémisphère sont : 
l’hippocampe, et des échantillons enrichis en cortex entorhinal, cortex pariétal, cortex préfrontal, et le 
cervelet. Ces échantillons sont disséqués sur glace sous loupe binoculaire, congelés à -80°C à l’aide de 
carboglace, et stockés jusqu’aux études moléculaires à -80°C. 
 
Dosage de l’Aβ40 et de l’Aβ42 par ELISA 
La technique d’ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) a été employée afin de doser 
l’Aβ40 et l’Aβ42 dans l’hippocampe. Pour la préparation des échantillons, les fragments 
d’hippocampe sont décongelés sur glace et broyés à l’aide d’un potter adapté (Dounce et piston large) 
avec 1,1 mL de tampon de lyse (10mM butyrate de sodium, 250mM saccharose, 50mM Tris pH=7,5, 
25 mM KCl, 1mM DTT) contenant des inhibiteurs de protéases (Complete Mini Roche) et incubés sur 
glace pendant 20 min. Les noyaux sont séparés de la fraction cytoplasmique et membranaire par 
centrifugation (3000 rpm, 4°C, 3 min). Les dosages d’Aβ40 et Aβ42 ont été réalisés sur la fraction 
cytoplasmique, à l’aide des kits ELISA (Human Aβ40 et Aβ42 sandwich ELISA Kit, Invitrogen) en 
suivant scrupuleusement les instructions du fournisseur. La préparation des échantillons est similaire 
pour doser Aβ40 ou Aβ42, et elle a été réalisée le même jour à partir des mêmes extraits de tissus pour 
les deux dosages. Brièvement, les échantillons sont dans un premier temps dilués à 1:8 dans une 
solution contenant un dénaturant des protéines (5M Guanidine, 50mM TrisHCl, pH8), puis laissés 3 
heures sous agitation. Les échantillons sont ensuite une seconde fois dilués dans une solution (0,2g/L 
KCl, 0,2g/L KH2PO4, 8g/l NaCl, 1,15g/l Na2HPO4, 0,5%BSA, 0,1% Tween 20), avant d’être 
centrifugés (20 minutes / 16.000g à 4°C). Une gamme étalon constituée d’Aβ standard et les 
échantillons sont chargés sur une plaque de 96 puits au fond desquels sont fixés des anticorps 
spécifiques des formes humaines d’Aβ40 ou Aβ42 (anticorps monoclonal spécifique de la partie NH2-
terminale de l’Aβ humain). La technique de détection et de dosage est basée sur la reconnaissance de 
l’antigène par un anticorps primaire, puis l’application d’un anticorps secondaire couplé à l’enzyme 
HRP (HorseRadish Peroxydase). Un chromogène, en contact avec la HRP, colore la solution dont 
l’intensité est proportionnelle à la concentration en Aβ. La gamme étalon permet une réelle 
quantification. La densité optique est mesurée grâce à un spectrophotomètre à la longueur d’onde de 
450nm.  
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6.  Analyse statistique et représentation des résultats 
Tous les résultats sont exprimés de la manière suivante : moyenne +/- l’erreur standard à la 
moyenne (SEM). L’analyse statistique des résultats est réalisée à l’aide du logiciel Prism® 5.0 
(GraphPad Software). L’homoscédasticité des données sont vérifiées avant les analyses statistiques 
grâce aux tests de Bartlett. Pour les comparaisons multiples, le test ANOVA à deux facteurs est utilisé, 
suivi d’une analyse post-hoc avec le test de Bonferroni. Pour la comparaison de deux groupes, le test t 
de Student est utilisé. En cas d’absence de normalité des données ou d’hétéroscédasticité, le test de 
Kruskall-Wallis est employé. Sur les représentations graphiques, les différences significatives sont 
notées *, **, ou *** lorsque le niveau de confiance correspond à des p-values respectives de p<0.05, 
p<0.01, ou p<0.001.  
Les graphiques sont réalisés à l’aide du logiciel Prism® 5.0 (GraphPad Software) et les 
photographies sont retouchées et adaptées à l’aide du logiciel Adobe Photoshop 7.0. La mise en page 
des résultats pour publication a été réalisée avec le logiciel CorelDraw (version X3). 
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III. Résultats 
Chapitre 1. Altérations cellulaires progressives dans le gyrus denté 
de l’hippocampe chez les souris Tg2576 : altération précoce de la 
neurogenèse adulte et remodelage du réseau neuronal avec l’âge 
1.  Introduction 
L'absence de corrélation chez les patients MA entre la présence/étendue des plaques amyloïdes 
dans le cerveau et les performances mnésiques a conduit les chercheurs à s’intéresser davantage aux 
dysfonctionnements cérébraux, du niveau cellulaire jusqu’au fonctionnement général du cerveau. Chez 
le patient atteint de la MA, des mesures de l’activité métabolique (par PET ou IRMf) ont permis 
d’identifier des différences d'intensité d’activation neuronale dans différentes structures cérébrales, 
telles que l'hippocampe ou des structures corticales. Ces différences ont été observées dès les premiers 
stades de la pathologie par rapport aux sujets sains (Bejanin et al., 2012; Pariente et al., 2005; Sperling 
et al., 2010). En particulier, il s’agit d’hypo- ou d’hyper-activations de ces structures. Ceci reflète un 
processus plus global qui révèle un fonctionnement anormal des réseaux neuronaux. 
Chez des souris modèles de la MA surexprimant la mutation hAPP et développant des taux 
élevés de peptides amyloïdes (comme les souris APPJ20 ou les APP/PS1d9), des altérations de 
l’activité du réseau hippocampique à l’état basal, ou bien après stimulation environnementale, ont été 
mises en évidence. Une expression anormale de protéines et de gènes d’activité cellulaire, notamment 
des gènes précoces c-fos ou Arc, a été observée. Des mesures électrophysiologiques et des 
enregistrements électro-encéphalographiques (EEG) ont révélé la présence de groupes de neurones 
hyperactifs (comme les cellules pyramidales du cortex, ou les interneurones inhibiteurs du hile) et 
hypoactifs (comme les interneurones du cortex pariétal exprimant la parvalbumine). Ces mesures ont 
également révélé une hyperexcitabilité du réseau et une activité épileptiforme spontanée (Harris et al., 
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2010; Minkeviciene et al., 2009; Palop et al., 2005; Palop et al., 2007; Verret et al., 2012). Ceci 
suggère que ces dysfonctionnements des réseaux neuronaux pourraient produire un défaut de 
fonctionnement de l’hippocampe lors des processus d’encodage et de mémorisation. Il a également été 
proposé que l’Aβ serait dépolarisant, et qu’il induirait une excitotoxicité (Minkeviciene et al., 2009). 
En réponse, et comme observé dans certains modèles murins de la MA, le réseau neuronal se 
réorganiserait en augmentant l'expression de protéines impliquées dans l'inhibition neuronale et en 
diminuant l'expression de protéines dépendantes de l'activité neuronale calcique (Chin et al., 2005; 
Minkeviciene et al., 2009; Palop et al., 2003; Palop et al., 2005). De façon intéressante, l'expression de 
ces marqueurs des modifications fonctionnelles de l'hippocampe semble être corrélée avec la gravité 
des déficits d’apprentissage et de mémoire (Chin et al., 2005; Palop et al., 2003; Palop and Mucke, 
2010b). 
Par ailleurs, au sein de ce réseau neuronal, la neurogenèse hippocampique permet l’insertion de 
nouvelles cellules granulaires dans le gyrus denté, qui viennent implémenter la voie des fibres 
moussues vers CA3. Ce processus est finement régulé par l'activité neuronale, et notamment par la 
balance GABAergique et glutamatergique (Zhao et al., 2008). Chez les souris hAPP-J20, la présence 
du peptide amyloïde déclenche une activité aberrante du réseau neuronal qui affecte la maturation et 
l'intégration des nouveaux neurones (Sun et al. 2009). Les études concernant la réorganisation du 
réseau neuronal et la neurogenèse au sein de celui-ci ont été faites sur des modèles développant une 
forme agressive de la pathologie amyloïde, et ce à un seul âge, ce qui ne permet pas de prendre en 
compte le vieillissement et le développement de la maladie (Minkeviciene et al., 2009; Palop et al., 
2007; Sun et al., 2009). Par conséquent, la mise en place de ces dysfonctionnements avec l'âge et la 
progression de la pathologie restent méconnues. La pathologie progressant lentement chez les patients 
atteints de la forme sporadique de la MA, des atteintes cellulaires et des compensations fonctionnelles 
pourraient débuter plusieurs années avant le diagnostic. Nous avons donc travaillé sur les souris 
Tg2576 qui développent une pathologie amyloïde progressive et lente. Nous avons évalué l'expression 
de marqueurs associés à un remodelage aberrant du réseau neuronal hippocampique en fonction de 
l'âge (Calbindine, Neuropeptide Y, Arc), puis nous avons caractérisé la neurogenèse hippocampique 
adulte à différents stades de progression de la pathologie. 
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Abstract 
Using the well-described Tg2576 mouse model of Alzheimer's disease that develops 
progressive age-dependent amyloidosis and cognitive deficits, we examined whether specific 
stages of the disease progression were associated with the expression of anatomical markers 
of hippocampal dysfunction. We found that Tg2576 mice develop a complex pattern of age-
dependent anatomo-functional changes in their dentate gyrus. This includes age-related 
aberrant expression of neuropeptide Y and reduced levels of calbindin, reflecting a profound 
remodeling of inhibitory and excitatory circuits in the dentate gyrus. Moreover, we identified 
severe alterations of adult hippocampal neurogenesis in Tg2576 mice at young age. We 
gathered converging data indicating that in Tg2576 mice, the maturation of new neurons is 
altered, suggesting that their functional integration into hippocampal circuits may be 
compromised. Thus, disruption of adult hippocampal neurogenesis seems to precede profound 
network remodeling in Tg2576 mice and therefore, may account as an early event in the 
etiology of Alzheimer's disease. Ultimately, both events may constitute key components of 
hippocampal network dysfunction and associated cognitive deficits in these mice. 
 
Keywords : Alzheimer’s disease, adult neurogenesis, dentate gyrus, amyloid precursor 
protein, calbindin, neuropeptide Y, hippocampus 
 
Introduction  
Alzheimer’s disease (AD) is a progressive neurodegenerative disease characterized by strong 
learning and memory impairments. These deficits develop along with the occurrence of main 
histological hallmarks such as senile plaques composed of β-amyloid (Aβ), neurofibrillary 
tangles formed of hyperphosphorylated Tau, progressive synaptic and neuronal loss in 
specific brain regions. The hippocampus is one of the primary targets of these anatomical 
alterations and is also a key player in the formation of declarative memory. Although 
behavioral assays remain the ultimate readout of brain dysfunction in the disease, more 
convenient representative measures of hippocampal deficits have been sought for the past 
years. As it is the case in patients, amyloid plaque load does not correlate with cognitive 
performance in mouse models of AD (Freir et al., 2011; Lesne et al., 2006; Rabinovici and 
Jagust, 2009; Westerman et al., 2002). Recently, other markers of hippocampal functional 
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modifications reflecting cerebral dysfunction have been described in mouse models of AD 
(Palop et al., 2003, 2005, 2007; Verret et al., 2012b). Among them, aberrant expression of the 
neuromodulator neuropeptide Y (NPY) and depletion of the activity-dependent protein 
calbindin D-28k (CB) are thought to reflect hippocampal modifications induced by Aβ/human 
Amyloid Precursor Protein (hAPP) toxicity and pathogenicity (Chin et al., 2005; 
Minkeviciene et al., 2009; Palop et al., 2003, 2005; Verret et al., 2012b). In several mouse 
models of AD, the expression of some of these functional markers has been shown to 
correlate with each other and with the severity of learning and memory impairments (Chin et 
al., 2005; Palop et al., 2003, 2005). It has been hypothesized that these modifications may 
actively contribute to the observed behavioral deficits associated with AD pathology (Palop 
and Mucke, 2010b). Beside the alteration of these functional markers, perturbations of adult 
hippocampal neurogenesis might also contribute to the early symptoms of AD, including the 
inability to store new information (review in Lazarov and Marr, 2010; Verret et al., 2007b). 
Even if the exact contribution of hippocampal newborn neurons to learning and memory 
processes remains debated, it has consistently been reported that new neurons in the adult 
brain contribute to cognitive processes related to hippocampal function (Trouche et al., 2009; 
Zhao et al., 2008). Hippocampal neurogenesis has been studied in a number of mouse models 
of AD that display amyloid deposition (Lazarov and Demars, 2012; Verret et al., 2007b). 
Overall, these reports reveal that hippocampal neurogenesis is altered to an extent that may 
differ depending on both, the transgenic line that is used and the stage of AD at the time of 
study. 
 
Previous reports on hippocampal modifications in mice have focused on models depicting 
aggressive progression of amyloid pathology, exhibiting dramatic increase of Aβ production 
and accelerated onset of amyloid plaques formation, like APPxPS1dE9 mice (Minkeviciene et 
al., 2009; Popovic et al., 2008; Verret et al., 2007a), hAPPJ20 mice (Palop et al., 2003, 2005, 
2007; Sun et al., 2009) or APPxPS1Ki mice (Cotel et al., 2008; Faure et al., 2011). Oddly, 
little is known about the evolution of these markers in the Tg2576 mice, whilst it is one of the 
most studied models of the disease with regards to amyloid pathology and cognitive deficits. 
Tg2576 transgenic mice overexpress the human APP isoform harboring the Swedish double 
mutation (Hsiao et al., 1996). At young age (<5 months) these mice show increasing levels of 
soluble Aβ (Klingner et al., 2003; Lesne et al., 2006; Unger et al., 2005) and by 6-8 months of 
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age, they display high levels of both Aβ40 and Aβ42 in the brain (Hsiao et al., 1996). 
Amyloid plaques start forming in the hippocampus and cerebral cortex of Tg2576 mice at 9-
12 months of age and continue to increase thereafter to levels observed in AD brains (Hsiao et 
al., 1996; Kawarabayashi et al., 2001). Concomitantly, Tg2576 mice develop age-related 
memory deficits which have been well characterized in numerous behavioral tasks and 
paradigms at different stages along the disease progression (Arendash and King, 2002; Hsiao 
et al., 1996; Lassalle et al., 2008; Mitchell et al., 2009; review in Stewart et al., 2011; Verret 
et al., 2012a; Westerman et al., 2002). Undoubtedly, the slower course of the pathology in 
Tg2576 mice compared to models mimicking an aggressive form of AD should provide new 
insights on the extent to which aging and amyloidogenesis may relate to hippocampal 
dysfunction. To address this issue, we evaluated age-dependent expression of markers 
associated with aberrant hippocampal remodeling (NPY and CB) and we characterized adult 
hippocampal neurogenesis at specific stages along the progression of the pathology in Tg2576 
mice. 
 
Material and methods 
Transgenic mice generation and genotyping 
Mice from the transgenic line Tg2576 created by (Hsiao et al., 1995; Hsiao et al., 1996), were 
used for these experiments. Tg2576 mice carry a double mutation (Lys670-Asn, Met671-Leu 
[K670N, M671L]), driven by a hamster prion protein promoter, and over-express human 
APP695. Tg2576 males were bred with C57B6/SJL F1 females (Charles River, L’Arbresle, 
France) and the offspring was genotyped to confirm the presence of human APP DNA 
sequence. Transgenic mice (Tg2576) and age-matched non-transgenic male littermates (NTg) 
were maintained on a 12hrs light/12hrs dark cycle with free access to food and water and 
were used at the age of 3, 5, 12 or 18 months. All experiments were performed in strict 
accordance with the recommendations of the European Union (86/609/EEC) and the French 
National Committee (87/848). 
 
BrdU injection  
To assess levels of hippocampal cell proliferation, 3, 5 or 12 months Tg2576 and NTg mice 
received two intraperitoneal injections two hours apart, of 5-bromo-2-deoxyuridine (BrdU) 
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(100 mg/kg in 0.9% saline; Sigma, St. Louis, MO). Twenty-four hours later, mice were 
deeply anaesthetized and transcardially perfused with 0.1 M phosphate buffer (PB; pH 7.4) 
followed by 4% paraformaldehyde. To assess new cell survival, additional groups of mice 
received three injections of BrdU (100 mg/kg) four hours apart and were perfused 30 days 
later, as described above.  
 
Injection of the retroviral vector  
The Moloneyleukemia-derived retroviral vectors pCMMP-IRES2eGFP-WPRE expressing 
enhanced green fluorescent protein (MoMulV::GFP, Roybon et al., 2009) was used to study 
the morphology of adult-born neurons in the hippocampus of Tg2576 and NTg mice. Mice 
were anesthetized (ketamine 120mg/kg, xylazine 10mg/kg) and the viral vector was infused 
into the dentate gyrus bilaterally (0.5 µl of MoMulV::GFP; coordinates relative to bregma: 
anteroposterior -2 mm; lateral ±1.6 mm; ventral -2.5 mm). This vector is replication 
incompetent and only dividing cells at the time of infusion can be transduced. Mice were 
perfused 14 or 28 days later, as described above.  
 
Tissue processing and immunolabeling 
After perfusion, the brains were extracted, postfixed overnight in 4% paraformaldehyde 
solution and transferred for at least 2 days in 0.1M PB containing 30% sucrose at 4°C. Brains 
were then rapidly frozen in -50°C isopentane. Coronal 30µm-thick sections (or 50µm-thick 
for GFP staining) were obtained with a cryostat and stored in cryoprotectant at -20°C until 
use. For immunochemistry, all steps were done at room temperature. Free-floating brain 
sections were rinsed in PB containing 0.9% NaCl and 0.25% Triton X-100 (PBST) before 
quenching endogenous peroxidases with 3% H2O2 in 10% methanol in PBS. For BrdU 
immunochemistry, sections were incubated in 2N HCl for 40 min to denature DNA and then 
neutralized in 0.1M borate buffer (pH 8.5) before being processed as follow. All the sections 
were blocked in PBST containing 5% normal goat serum for 60 minutes, followed by 
overnight incubation in one of the following primary antibody : rabbit anti-calbindin-D28k 
(1:40,000; Swant, Bellinzona, Switzerland); rabbit anti-neuropeptide-Y (1:5000; Sigma 
Aldrich, St Louis, MO, USA); monoclonal rat anti-BrdU (1:400; OBT-0030, Harlan Seralab, 
Loughborough, UK) or rabbit anti-GFP (1:1000; Torrey Pines Biolabs, Houston, TX, USA) in 
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PBST with 0.1% sodium azide (PBST-Az) containing 5% normal goat serum. For GFP 
fluorescent labeling only, sections were incubated the next day with Alexa 488 donkey anti-
rabbit (1:500; Invitrogen, Carlsbad, CA) in PBST before being rinsed and mounted onto 
slides, coverslipped using Mowiol and stored at 4°C. For CB, NPY or BrdU labelings, 
sections were incubated for 90 min in biotinylated goat anti-rabbit or biotinylated goat anti-rat 
antisera (1:400; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) in PBST. After rinses, sections 
were then incubated for 90 minutes in avidin-biotin-peroxidase complex (1:500; Vector 
Laboratories Elite Kit) in PBST. Peroxidase immunolabeling was developed in 0.05 M Tris-
HCl buffer (pH 7.6) containing 0.025% 3,3’-diaminobenzidine-4 HCl (DAB; Fluka, Buchs, 
Switzerland) and 0.003% H2O2. NPY and BrdU labelings were revealed in black by adding 
0.06% nickel ammonium sulfate to the developing solution. The reaction was stopped by 
rinses in PBST-Az. Sections were mounted onto slides, counterstained with Nuclear Fast Red 
(Vector Laboratories) for BrdU only, dehydrated through alcohols and coverslipped. 
Sections used for triple-immunofluorescent labeling of BrdU with markers of mature (NeuN) 
and immature (Doublecortine, DCX) neurons were processed for antigen retrieval (10mM 
sodium citrate buffer, pH6.0, for 30min at 95°C) before DNA denaturation, as described 
above. They were then incubated for 48h at 4°C in a mix of rat anti-BrdU (1:400, OBT-0030; 
Harlan Seralab), mouse anti-NeuN (1:500; MAB377, Millipore) and goat anti-DCX antisera 
(1:300; C-18, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) in PBST-Az. After several 
rinses in PBST, sections were incubated for 90 min at room temperature in a mix of 
secondary reagents: Alexa 488-conjugated highly cross-adsorbed donkey anti-rat (1:500; 
Invitrogen), Alexa 647-conjugated donkey anti-mouse (1:500; Invitrogen), and Alexa 555 
donkey anti-goat (1:500; Invitrogen) in PBST. Sections were rinsed intensively and mounted 
onto slides, coverslipped using Mowiol and stored at 4°C. 
 
Quantification of CB and NPY labeling. 
All slides were coded prior to analysis so that the experimenter was blind to groups and 
genotypes until all samples were counted. Calbindin is expressed in dentate granule cells and 
is visible in both the cell bodies and their dendrites located in the molecular layer. NPY is 
expressed in a subset of inhibitory interneurons. NPY staining is visible in the soma of these 
cells, and a faint staining from the axons of these inhibitory interneurons is visible in the 
molecular layer, where they form synapses onto the dendrites of granule cells. Quantifications 
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were performed as previously described (Verret et al., 2012a). Briefly, CB and NPY labelings 
were quantified for each animal by measuring immunoreactivity density in the molecular 
layer and mossy fibers on two serial coronal sections spaced at 360µm through the dorsal 
hippocampus. The CA1 stratum radiatum and the latero-posterior thalamic nucleus were used 
as internal controls to normalize for variations in signal intensity for CB and NPY, 
respectively. Digitized images were obtained with a digital camera (Optronics, Goleta, CA) 
on a light microscope (x10 objective, BX51 Olympus, Essex, UK) using the Mercator Pro 
stereology system (Explora Nova, La Rochelle, France). Integrated optical density (IOD) was 
measured using image analysis software ImageJ (open source, available on 
http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html).  
 
Quantification of BrdU-labeled cells 
Quantification of BrdU-immunoreactive (BrdU+) cells was conducted from a 1 in 6 series of 
peroxidase-labeled sections spaced 180 µm spanning the rostro-caudal extent of the dorsal 
dentate gyrus. Cells within the granule cell layer and adjacent subgranular zone, defined as a 
two cell-body-wide zone along the border between the granule cell layer and the hilus, were 
counted through a x40 objective. BrdU+ nuclei intersecting the uppermost focal plane were 
excluded from the count in order to avoid oversampling. The corresponding surface area of 
GCL/SGZ sampled for counting was measured using the Mercator stereology system 
(Explora Nova, La Rochelle, France). Density of BrdU+ cells was calculated by dividing the 
number of labeled cells by the granule cell layer sectional surface. 
 
Quantification of BrdU/DCX/NeuN triple-labeled cells 
The relative number of mature and immature neurons among the surviving BrdU-labeled cell 
population was measured in mice sacrificed 4 weeks after BrdU injections. One in 12 series of 
sections spanning the rostrocaudal extent of the dorsal hippocampus was triple labeled for 
BrdU, NeuN and DCX. Twenty BrdU+ cells in the dorsal dentate gyrus from each animal 
were randomly chosen for analysis. Co-expression of NeuN or DCX was assessed for each 
BrdU+ cell, using a confocal laser-scanning microscope (TCS SP2, Leica, Heidelberg, 
Germany). The analysis was carried on over the entire z-axis using a x100 oil-immersion 
objective, in a sequential scanning mode to prevent crossover between channels. The mean 
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number of cells for each phenotype was calculated by multiplying the average fraction for 
each phenotype by the individual BrdU+ cell count for each animal. Optical images were 
obtained for figures using Leica confocal software. 
 
Migration and morphological analysis of GFP+ cells 
The localization and morphology of green fluorescent protein-expressing (GFP+) cells in the 
dentate gyrus (DG) of mice were analyzed 14 or 28 days post-injection (dpi) of a retroviral 
vector encoding GFP. Series of 1 in 3 of 50µm thick coronal sections were processed for GFP 
immunochemistry and counterstained with Hoechst. Sections surrounding the injection site 
and displaying tissue damage were discarded. A total of 15–20 sections from at least four 
mice were used for each time-point. GFP+ cells in the DG were identified as neuron-like cells 
when presenting a round soma, a conspicuous axonal projection extending toward the hilus 
and spiny dendrites reaching the outer molecular layer (Esposito et al., 2005). To evaluate 
radial migration of GFP+ neuron-like cells, the granular cell layer was virtually divided into 
inner, middle and outer layers and each GFP+ cell was assigned to one of these layers, the 
subgranular zone (SGZ) or the hilus. Maximal dendritic length and length of primary dendrite 
were measured using Mercator software (Explora Nova) from images of GFP+ neurons 
acquired with fluorescent Olympus microscope. Briefly, the maximal dendritic length 
corresponded to the distance from the center of the GFP+ cell soma to the farthest extension 
of its dendrites. The length of primary dendrite was estimated by the distance between the 
soma and first dendritic branching node of the GFP+ cell. Growth of GFP+ axonal fibers was 
measured using Mercator software, according to the method described by Zhao et al. (2006).  
 
Dendritic spines analysis 
Images of GFP+ dendritic processes at the outer molecular layer of the DG were acquired at 
0.2µm intervals with a Leica SP5 confocal system using a plane apochromatic 60X oil lens 
and a x5 digital zoom. From these three-dimensional images, spines on GFP+ dendrites were 
manually counted using ImageJ software. For each mouse (4-6 mice per group), 10 dendritic 
segments (total length of 300 µm) located at the outer molecular layer and coming from 
different neurons were randomly analyzed. For each segment, the linear spine density was 
calculated by dividing the number of spines by the length of the segment. Among different 
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types, spines were judged mushroom if the diameter of their head was greater than the width 
of their neck (Harris et al., 1992). 
 
Statistical analysis  
Age and genotype interactions were evaluated by two-way ANOVA for multiple comparisons 
using GraphPad software (Prism, version 4). When a significant difference was found with 
ANOVA, Bonferroni test was used for post-hoc analysis to identify significant pairwise 
differences. Homoscedasticity of the data was verified before any statistical analysis using 
Bartlett test. When comparing two groups, unpaired two-tailed Student t test was used. 
Results were expressed as mean ± SEM. On graphs, we used *, **, *** for genotype 
comparisons and #, ##, ### for age comparisons, when the p-values were p <0.05, p <0.01 or 
p <0.001, respectively. 
 
Results  
 
Age-related remodeling of inhibitory neuronal circuits in the dentate gyrus of Tg2576 mice 
Recent data have suggested that high levels of Aβ in the AD brain may destabilize 
hippocampal network activity, leading to the remodeling of neuronal hippocampal circuits, 
which in turn, may contribute to memory impairments observed in AD (Palop et al., 2007; 
Palop and Mucke, 2009; Verret et al., 2012b). These modifications of hippocampal circuits 
include the development of compensatory inhibitory neuronal networks aimed to suppress 
aberrant excitatory neuronal activity. Supporting this idea, a profound remodeling of neuronal 
hippocampal circuits that includes ectopic expression of the inhibitory neuropeptide Y (NPY) 
has been identified in several mouse models of AD (Harris et al., 2010; Minkeviciene et al., 
2009; Palop et al., 2003, 2007), including 13 month-old female Tg2576 mice (Verret et al., 
2012a). We examined here whether such abnormal expression of NPY may occur in Tg2576 
mice as a function of their age and severity of the disease. NPY expression was thus 
quantified in the DG of Tg2576 mice at 3, 5, 12 and 18 months of age, corresponding to 
milestones in the development of the disease in this mouse model (Kawarabayashi et al., 
2001). 
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In the molecular layer of the DG, NPY expression remained stable across aging in NTg mice 
but increased significantly in 18 month-old Tg2576 mice compared to younger Tg2576 mice 
(p<0.001, when compared to 3, 5 and 12 month-old Tg2576 mice with ANOVA followed by 
Bonferroni post-hoc) and compared to age-matched NTg control mice (p<0.01) (Fig. 1A,B). 
These data are consistent with our recent report showing no change in NPY expression in the 
molecular layer of 13 month-old female Tg2576 mice (Verret et al., 2012a) and thus indicate 
that sprouting of NPY immunoreactive fibers occurs between 13 and 18 months of age in 
these mice. 
Aberrant expression of NPY in the mossy fibers has often been associated with epileptiform 
activity in the hippocampus or with the occurrence of a generalized seizure in the days before 
sacrifice (Minkeviciene et al., 2009; Palop et al., 2007; Sperk et al., 1992). In the present 
work, an overall increased ectopic NPY expression was observed in Tg2576 mice (genotype 
effect F(1,50)=24.5; p<0.001) and post-hoc analysis revealed that this effect reached 
significance at 18 months compared to age-matched NTg mice (p<0.01, Bonferroni post-hoc) 
(Fig. 1C). Interestingly, analysis of NPY immunoreactivity pattern at the individual level 
revealed that the proportion of Tg2576 animals that displayed a strong ectopic NPY labeling 
in their mossy fibers increased with age (3m: 1/9, 5m: 1/6, 12m: 1/8, 18m: 3/5) (Fig. 1A,C). 
Consistent with these data, we previously described that a substantial proportion of 13 month-
old Tg2576 female mice was showing aberrant expression of NPY in their mossy fibers 
(Verret et al., 2012a). Moreover, NPY expression in the mossy fibers across aging, was 
positively correlated with NPY ectopic expression in the molecular layer (r of pearson: 0.73, 
p<0.0001, data not illustrated). Importantly, none of the NTg mice displayed this aberrant 
NPY labeling. 
87 
 
 
Figure 1: Age-related remodeling of inhibitory hippocampal circuits in Tg2576 mice. 
(A) Neuropeptide Y (NPY) immunoreactivity in the dentate gyrus of NTg and Tg2576 mice. (B) Relative levels 
of NPY immunoreactivity (NPY-IR) were quantified in the molecular layer of NTg and Tg2576 mice as a 
function of age (in months). NPY expression remains stable across aging in NTg mice while it increased 
significantly in Tg2576 mice at 18 months compared to 3, 5 and 12 month-old Tg2576 mice and compared to 
age-matched NTg control mice. (C) Quantification of NPY ectopic expression in the mossy fibers of Tg2576 and 
NTg mice along aging. An over-expression of NPY was observed in the mossy fibers of several Tg2576 mice, in 
proportions that increased with age, becoming statistically significant at 18 months. Each dot represents an 
individual. Quantitative data represent mean ± SEM in B. Data were analyzed by two-way ANOVA with 
Bonferroni post-hoc: ###p<0.001 age effect for each genotype; **p<0.01 Tg2576 mice vs. age-matched NTg, 
two-way ANOVA. ML: molecular layer, GCL: granular layer, MF: mossy fibers, CA3: Ammon's horn 3. Scale 
bar: A=300µm. 
 
Age-dependent reduction of the activity-related protein calbindin expression in the dentate 
gyrus of Tg2576 mice  
Using other mice models of AD, previous studies have shown that remodeling of the neuronal 
hippocampal circuits is also characterized by a depletion of synaptic activity-related proteins 
that may in turn contribute to the cognitive decline associated to AD. In particular, depletion 
of calcium-binding protein calbindin-D28k (CB) can be observed in both the soma (granular 
cell layer) and dendritic processes (molecular layer) of granule cells in mice models depicting 
an aggressive progression of the disease (Cheng et al., 2007; Chin et al., 2005; Dickey et al., 
2003; Harris et al., 2010; Minkeviciene et al., 2009; Palop et al., 2003, 2005). 
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Analysis of CB expression in the molecular layer of the DG revealed a significant effect of 
genotype (F(1,51)=5.5; p=0.02) and age (F(3,51)=5.5; p=0.006), as well as an age x genotype 
interaction (F(3,51)= 6.8; p=0.0006, two-way ANOVA) (Fig. 2A,B). Whilst CB expression 
remained stable in aging control mice, it decreased gradually with age in Tg2576 mice (Fig. 
2A,B). Eventually, 12 and 18 month-old Tg2576 mice displayed significantly reduced levels 
of CB in the molecular layer compared to age-matched NTg mice (Fig. 2B). However, these 
data obtained in males differ from our recent report showing no change of CB expression in 
the molecular cell layer of 13 month-old female Tg2576 mice (Verret et al., 2012a). 
 
Figure 2: Age-related remodeling of excitatory hippocampal circuits in Tg2576 mice. 
(A) Brain sections of 12 month-old NTg and Tg2576 mice immunolabeled for calbindin (CB). (B) Relative CB 
expression was evaluated in the molecular layer of the dentate gyrus and remained stable along aging in NTg 
mice. In Tg2576 mice, CB expression decreased gradually with age starting at 5 months compared to 3 month-
old Tg2576. Compared to age-matched NTg mice, 12 and 18 month-old Tg2576 mice displayed strongly 
reduced CB expression. Quantitative data represent mean ± SEM in B. Data were analyzed by two-way ANOVA 
with Bonferroni post-hoc: #p<0.1; ###p<0.001 age effect for each genotype; *p<0.1; **p<0.01 Tg2576 mice vs. 
age-matched NTg, two-way ANOVA. ML: molecular layer, GCL: granular layer. Scale bar: A=250µm.  
 
Altogether, these findings reveal that Tg2576 display age-dependent anatomical alterations in 
the DG that are likely to disturb hippocampal neuronal activity and plasticity in aging Tg2576 
mice. The DG is also a neurogenic niche where new cells are continuously generated during 
adulthood and contribute to hippocampal plasticity and memory processes (review in Marin-
Burgin and Schinder, 2012). The maturation and functional integration of these adult-
generated cells are sensitive to extrinsic signals available in the local environment (review in 
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Song et al., 2012), suggesting that aberrant remodeling of hippocampal circuits occurring 
during the course of AD may impinge on adult neurogenesis (Sun et al., 2009). We next 
tested this possibility in Tg2576 mice.  
 
Early alterations of adult hippocampal neurogenesis in Tg2576 mice 
We quantified adult hippocampal neurogenesis in Tg2576 and NTg mice aged 3, 5 and 12 
months. Because hippocampal neurogenesis declines drastically with age (Kempermann et al., 
2003), 18 month-old mice were not included in our study. As expected, density of 
proliferating BrdU-labeled (BrdU+) cells considerably decreased with age in the DG of both 
NTg and Tg2576 mice (p<0.001, F(2,48)=40.1; two-way ANOVA) (Fig. 3A). Interestingly, 
although 3 month-old Tg2576 mice exhibited significantly more proliferating BrdU+ cells 
than age-matched control NTg animals (Tg2576: 98.7±12.7 vs NTg 63.0±9.6 BrdU+ 
cells/mm²; p<0.01, Bonferroni post-hoc), 5 and 12 month-old Tg2576 and NTg mice 
displayed similar proliferative activity in the DG (Fig. 3A). Thus, the overall age-related 
detrimental effect on the number of proliferating cells was more pronounced in Tg2576 mice 
than in NTg animals. 
New cell survival was assessed 4 weeks after cell birth. Again, the density of surviving 4 
week-old BrdU+ cells decreased noticeably with age in both genotypes (F(2,44)=23.6; 
p<0.001) (Fig. 3B). The density of surviving BrdU+ cells was strongly reduced in 3 month-
old Tg2576 mice compared to age-matched NTg (3m Tg2576: 13.9±1.3 vs 3m NTg: 25.3±3.7 
BrdU+cells/mm², p<0.01 Bonferroni post-hoc), while no differences were observed between 
genotypes at older ages (Fig. 3B). Thus, despite enhanced cell proliferation in 3 month-old 
Tg2576 mice, most of these new cells do not survive over 4 weeks, revealing a deeply altered 
hippocampal neurogenesis at an age when Tg2576 mice are still devoid of amyloid 
extracellular deposits and present no major cognitive impairment.  
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Figure 3: Altered adult hippocampal neurogenesis in young 3 month-old Tg2576 mice. 
(A) New cell proliferation was measured in the dentate gyrus of NTg and Tg2576 mice at different ages. Mice 
from both genotypes exhibit overall decreased densities of BrdU-labeled (BrdU+) cells along aging, reflecting 
age-related reduction in cell proliferation. At 3 months, Tg2576 display enhanced proliferative activity compared 
to age-matched NTg mice. (B) Densities of surviving BrdU+ cells were evaluated 30 days after BrdU injection. 
Densities of surviving new cells decreased with age in both genotypes. Moreover, BrdU+ cell survival is 
drastically reduced in 3 month-old Tg2576 mice compared to age-matched NTg. (C) Confocal analysis was used 
to score the co-expression of doublecortin (DCX, red) and NeuN (blue) in BrdU+ cells (green) of 3 month-old 
NTg and Tg2576 mice. The merged image depicts a BrdU+/DCX+/NeuN- immature neuron. (D) Distribution of 
BrdU+ cells among cell phenotypes, for both genotypes. Compared to NTg, a significantly smaller number of 
BrdU+ cells co-labeled with the neuronal marker NeuN in Tg2576 mice. Data were analyzed by two-way 
ANOVA with Bonferroni post-hoc: ##p<0.01; ###p<0.001 age effect for each genotype; **p<0.01; ***p<0.001 
Tg2576 vs. age-matched NTg. Scale bar C=40µm. 
 
Reduced numbers of mature new neurons in the hippocampus of young Tg2576 mice  
To further characterize which cell types are missing among the surviving hippocampal new 
cells of 3 month-old Tg2576 mice, we evaluated the maturational stage of each surviving 
BrdU+ cell in the DG. Triple fluorescent immunolabeling against BrdU and markers of 
mature (NeuN) and immature (DCX) neurons was analyzed by confocal microscopy (Fig. 
3C). Doublecortin (DCX) is a microtubule-stabilizing factor expressed early during neuronal 
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differentiation which expression is down-regulated concomitantly with the appearance of the 
neuron-specific nuclear protein (NeuN) (Couillard-Despres et al., 2005). To further examine 
whether neuronal maturation of new cells is impacted by the presence of hAPP in Tg2576 
mice, we quantified the fractions of surviving BrdU+ cells that coexpressed DCX, NeuN or 
neither marker (Table 1, left columns). In 3 month-old Tg2576 mice, we found that four 
weeks after cell division, a significantly smaller proportion of BrdU+ cells expressed the 
mature neuronal marker NeuN compared to age-matched NTg (**p<0.01). Consequently, 
over 50% of the BrdU+ cell population expressed none of the neuronal markers in 3 month-
old Tg2576 mice. The impact of hAPP on new neurons fate was the strongest at young age as 
no significant changes were observed in the proportions of BrdU+ cells expressing NeuN, 
DCX or neither marker in 5 and 12 month-old Tg2576 mice compared to age-matched 
controls (Table 1, left columns). One possible explanation for this is that the maturation of 
adult-born granule cells may be delayed in the brain of young Tg2576 mice.  
However, because significantly fewer BrdU+ cells survived 4 weeks in 3 month-old Tg2576 
mice compared to age-matched NTg animals (as reported Fig. 3B), we further expressed the 
triple-labeling quantification data in a way that takes into consideration the difference in new 
cell survival among mice genotypes. Thus, we calculated for each individual, the 
corresponding mean number of BrdU+ cells expressing NeuN, DCX or neither marker. Data 
are expressed as group mean, for each age and genotype in the Table 1 (right columns). 
Regarding 3 month-old mice, we found that the number of BrdU+ cells expressing a mature 
neuronal phenotype (BrdU
+
/DCX
-
/NeuN
+
 cells) was noticeably diminished in Tg2576 mice 
compared to age-matched NTg (p<0.001, ANOVA, Bonferroni post-hoc) (Fig. 3D, Table 1). 
In contrast, numbers of BrdU+ cells that expressed an immature neuronal phenotype 
(BrdU
+
/DCX
+
/NeuN
-
 cells) or neither phenotypic marker (BrdU
+
/DCX
-
/NeuN
-
 cells) were not 
significantly different between genotypes (Fig. 3D, Table 1). Hence, the massive reduction of 
new neurons being added to the DG during adulthood could contribute to the progressive 
hippocampal dysfunction seen in this AD mouse model. This result also reveals that altered 
production of new granule cells occurs early in the course of the disease, and thus could be 
used as a predictive marker of AD. 
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Table 1: 
 
Migration of adult-born hippocampal neurons  
Maturation and functional integration of adult-born granule cells are known to be sensitive to 
extrinsic signals from the local hippocampal environment (Pathania et al., 2010). Their proper 
positioning within the granular cell layer is crucial for adult-generated neurons to adopt 
mature morphological features and integrate the network. To examine new cell migration and 
morphology in 3 month-old Tg2576 mice, we used a retroviral vector encoding enhanced 
green fluorescent protein (GFP) to label adult-generated hippocampal cells (Fig. 4A). 
Migration of new neurons was evaluated by counting the number of GFP-labeled (GFP+) 
neurons located within the DG (see methods). Analyses were carried out 14 and 28 days post-
injection (dpi) of the viral vector corresponding to critical stages of new neurons maturation 
(Zhao et al., 2006). Migration of GFP+ neurons within the granular cell layer did not vary 
between genotypes at any post-injection time-point (Table 2), with about 75% of GFP+ cells 
localized within the inner third. The remaining GFP+ cells were found in the subgranular 
zone, where the progenitors lie, or had reached the middle third of the granular cell layer in 
proportions that were not different across genotypes. Very few GFP+ neurons were positioned 
in the outer third at these delays (<4%). These data indicate that hAPP/Aβ overexpression in 
Tg2576 mice does not affect the positioning nor the relative distribution of newborn cells 
within the layers of the dentate gyrus. Thus, the reduced number of mature newly born 
neurons in Tg2576 mice could not be attributable to improper migration of these cells within 
the granular cell layers. 
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Table 2: 
 
Morphological maturation of adult-born hippocampal neurons 
Morphological development of newborn cells is another critical parameter for their functional 
integration into hippocampal circuits and consequently, their survival (Deng et al., 2010; Zhao 
et al., 2008). We thus evaluated dendritic and axonal growth of 14 and 28 days-old GFP+ 
cells harboring neuron-like anatomical features, in 3 month-old Tg2576 and NTg mice (Fig. 
4A). The maximal dendritic length of GFP+ neurons, which represents the distance from the 
soma to its farthest neuritic extension, was similar in both genotypes at 14dpi (Fig. 4B). 
Although the maximal dendritic length of newborn neurons increased between 14 and 28dpi 
in both Tg2576 and NTg mice, it ended to be shorter in Tg2576 mice compared to NTg at the 
latest time-point (Fig. 4B). We also measured the length of the primary dendritic branch of 
GFP+ neurons, which corresponds to the distance between the soma and the first dendritic 
branching point. Although similar across genotypes at 14dpi, it was shorter in Tg2576 than in 
NTg mice at 28dpi (Fig. 4C). Altogether, these observations are indicative of a reduced 
dendritic development of adult-born neurons in Tg2576 animals compared to controls. This 
suggests that as a consequence, new granule neurons in Tg2576 mice may not receive the 
totality of the perforant path inputs from the entorhinal cortex (Fig. 4B). Because dendritic 
spines are the predominant synaptic sites of granule neurons to receive excitatory inputs spine 
density and shape also reflect integration of newly born neurons into the existing network. 
Adult-generated neurons start forming dendritic spines at 16dpi (Zhao et al., 2006). We 
therefore quantified the density of dendritic spines on GFP+ neurons at 28dpi and observed 
significantly less spines on Tg2576 mice dendrites than in age-matched control mice (Fig. 
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4D,E). These findings, in line with our data on dendritic arborization, suggest that new 
neurons maturation is delayed in Tg2576 mice. Moreover, this reduced spine density may 
reflect impaired connectivity of new neurons in Tg2576 mice. To examine this further, we 
quantified the dendritic spines characterized by a thick neck and a large irregular head 
(Nimchinsky et al., 2002; Sala, 2002). These so-called mushroom spines are likely associated 
with stabilized, functionally strong synapses (Bourne and Harris, 2007). The density of 
mushroom spines present on 28dpi GFP+ neurons was not different between genotypes (Fig. 
4F). These findings suggest that the reduced spine density in Tg2576 (Fig. 4E) is not related 
to changes in the population of stabilized mushroom spines (Fig. 4F) but may rather be related 
to changes in the density of labile, immature spines. Our findings suggest that 28 days after 
their birth, new neurons in Tg2576 mice have achieved a reduced synaptic integration 
compared to control mice. 
Finally, we estimated the axonal growth of new neurons, by measuring axonal projections of 
14 and 28dpi GFP+ cells towards the CA3 region in 3 month-old mice (Fig. 4G, H). In both 
genotypes, axonal fibers grew significantly between 14 and 28dpi (Fig. 4H). However, GFP+ 
axonal fibers were significantly shorter in Tg2576 compared to NTg animals at 28dpi (Fig. 
4H). As a result, axons of GFP+ cells in control mice reach a farther area into CA3 at 28dpi 
compared to Tg2576 mice. Taken together, these data reveal that the morphological 
development of new granule neurons is impaired in Tg2576 mice and as a consequence, their 
functional integration into hippocampal circuitry may be compromised.  
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Figure 4: Delayed morphological development of new granule neurons in 3 month-old Tg2576 mice  
(A) Confocal images illustrating typical retrovirally GFP-labeled (GFP+, green) neurons (aged 28 days-post-
injection (dpi) in the dentate gyrus of 3 month-old NTg and Tg2576 mice (neuronal marker NeuN, red). (B) 
Quantification of maximal dendritic length of GFP+ neurons as illustrated by inset. Between 14 and 28dpi, the 
maximal dendritic length of GFP+ neurons increased over 2-folds in both genotypes. However, at 28dpi, Tg2576 
mice displayed shorter maximal dendritic length compared to NTg (n=3-6 mice/group and n=30 GFP+ 
cells/mouse). (C) The length of the primary dendrite, i.e. the distance between the soma and the first dendritic 
branching node (see inset), was measured in 14 and 28dpi GFP+ neurons. At the latest time-point (28dpi), GFP+ 
neurons in Tg2576 mice exhibited a shorter primary dendrite compared to NTg mice (n=3-6 mice/group and 
n=30 GFP+ cells/mouse). (D) Confocal images illustrating dendritic segments from GFP+ neurons at 28dpi from 
which spine quantification (E) on dendrites of 28dpi GFP+ neurons was carried on (n=3-5 mice/group and 300-
376µm of dendritic segments analyzed/mouse). (F) Mushroom spines in 28dpi GFP+ neurons were identified 
according to morphological criteria described in the methods. Mushroom spine density was reduced in Tg2576 
mice compared to NTg at 3 months of age. (G) Confocal micrography of the dentate gyrus depicting NeuN 
neurons (red) and GFP+ new neurons (green) at 28dpi. Axons of GFP+ neurons (arrows) extending into the CA3 
region are visible. (H) Measurement of axonal length showed that axons of GFP+ neurons grew significantly 
between 14 and 28dpi in both genotypes. However, GFP+ axons were significantly shorter in Tg2576 compared 
to NTg mice at 28dpi. Data in B, C, E, F, H represent mean ± SEM. Data were analyzed by two-way ANOVA 
with Bonferroni post-hoc: *p<0.05; ***p<0.001 Tg2576 vs. NTg. Scale bars: A=50µm, D= 2µm, G= 500µm. 
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Discussion  
This study reveals that Tg2576 mice that harbor the hAPPswe mutation, develop a complex 
pattern of age-dependent anatomo-functional changes in the dentate gyrus of their 
hippocampus. Among these changes, a severe alteration of adult hippocampal neurogenesis is 
identified as an early event in the etiology of AD in these mice, preceding excitatory and 
inhibitory networks remodeling in the dentate gyrus. Ultimately, these changes may constitute 
key components of hippocampal dysfunction and may contribute to the cognitive deficits 
observed in Tg2576 mice. 
Hippocampal anatomical modifications have been reported in several mice models of AD. 
Most studies focused on mouse models mimicking a severe form of the pathology associated 
with dramatic increase of Aβ production and accelerated onset of amyloidosis, including 
APPxPS1dE9 mice (Minkeviciene et al., 2009; Verret et al., 2007a), hAPPJ20 mice (Palop et 
al., 2003; 2007; Sun et al., 2009) or APPxPS1Ki mice (Faure et al., 2011). However, aging 
being the main risk factor for AD, we used here the well-described Tg2576 mouse model to 
examine whether the occurrence of hippocampal network alterations relates to typical stages 
of the disease progression. Indeed, Tg2576 mice develop slower progression of age-dependent 
amyloidosis and cognitive deficits, allowing us to examine hippocampal damage at ages that 
mimic key stages of the pathology.  
Recently, several studies have described hAPP/Aβ-dependent modifications in the 
hippocampus of AD mouse models (Harris et al., 2010; Minkeviciene et al., 2009; Palop et 
al., 2007; Roberson et al., 2011; Verret et al., 2012b). Among them, variations in the 
expression of the neuropeptide Y (NPY) are known to reflect imbalances between excitatory 
and inhibitory neuronal activities in the hippocampus (Sperk et al., 2007; Vezzani et al., 
1999). Here, we explored the level and pattern of NPY expression as a function of age and 
disease severity in Tg2576 mice. Aberrant NPY expression was not observed in the molecular 
layer of Tg2576 mice before 18 months of age, extending our recent findings showing intact 
NPY expression in the molecular layer of 13 month-old Tg2576 females (Verret et al., 
2012a). However, some Tg2576 individuals displayed ectopic NPY expression in their mossy 
fibers, which is one of the most frequent pattern of morphological changes described in the 
rodent hippocampus in association with electrically or chemically induced seizures 
(Scharfman and Gray, 2006; Sperk et al., 1992; Vezzani et al., 1999). Noticeably, such strong 
NPY labeling in the axons of the granule cells was also observed in a subpopulation of young 
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Tg2576 mice that tent to grow with age and disease severity in this model. In the molecular 
layer, ectopic expression of NPY may originate from hilar GABAergic interneurons (Palop et 
al., 2007) which in normal conditions inhibit the dendrites of granule cells (Freund and 
Buzsaki, 1996). Therefore, the sprouting of NPY fibers observed in aged Tg2576 mice is 
likely to enhance granule cells inhibition, which may participate to cognitive deficits.  
Our data also point out an age-dependent decrease in the expression of the activity-related 
protein Calbindin (CB) in the dentate gyrus of Tg2576 mice. A reduction of CB expression 
was observed in Tg2576 mice granule cells starting at 5 months and worsening with age. 
Interestingly, 5 months corresponds to the age when insoluble forms of the Aβ peptide 
become detectable in Tg2576 animals in quantities that increase thereafter (Kawarabayashi et 
al., 2001; Westerman et al., 2002), likely reflecting a transition in the progression of the 
pathology in this model. However, we have previously found that CB expression was not 
affected in the molecular layer of 13 month-old Tg2576 females (Verret et al., 2012a), 
suggesting that the progression of the disease might differ between males and females. Sex 
influence on cerebral amyloid pathology has been described in these mice, but it was reported 
that 15-19 month-old females were more severely affected than males (Callahan et al., 2001), 
an argument which does not support our findings.  
 Hippocampal network rearrangements as evidenced by NPY sprouting and CB depletion in 
Tg2576 mice are thought to reflect compensatory mechanisms triggered by abnormal network 
activity. This remodeling becomes clearly visible at 12 months, an age when Tg2576 mice 
start forming amyloid plaques in the hippocampus and cortex (Hsiao et al., 1996; 
Kawarabayashi et al., 2001) and display well described memory impairments (Stewart et al., 
2011). Whether this remodeling results from chronic and long-lasting exposure to abnormal 
activity only, or whether elevated levels of Aβ in the hippocampus also trigger it, remains to 
be determined. Supporting the latest possibility, electrophysiological recordings in brain slices 
have shown increased excitability and abnormal depolarization in cortical and hippocampal 
cells when slices were pre-incubated with fibrillar Aβ1-42 peptide (Jankowsky et al., 2004). 
Similar observations have been reported with recordings of APP transgenic mice brain slices 
(Minkeviciene et al., 2009). Moreover, soluble Aβ also induces neuronal hyperactivity in vivo 
(Busche et al., 2012) and clusters of hyperactive neurons have been observed in vivo, at the 
vicinity of amyloid plaques in the cortex and hippocampus of AD mouse models (Busche et 
al., 2008). Taken together, these data suggest that abnormal NPY and CB expression might 
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reflect compensatory inhibitory response to Aβ-induced aberrant excitatory neuronal activity 
(Palop and Mucke, 2010a).  
We then investigated how these age-related local network rearrangements in Tg2576 mice, 
may impact adult neurogenesis, a form of hippocampal plasticity involved in memory 
processes (Deng et al., 2010; Marin-Burgin and Schinder, 2012). Despite being a widely used 
model of AD, no extensive report is available regarding adult neurogenesis during aging and 
disease progression in this mouse line (Dong et al., 2004; Ihunwo and Schliebs, 2010). We 
demonstrate here that hippocampal neurogenesis is quantitatively and qualitatively altered in 
3 month-old Tg2576 mice, when these animals mimic an early stage of AD pathology (Hsiao 
et al., 1996). In the DG of young Tg2576 mice, not only reduced numbers of new neurons 
survive but their maturation also appears to be delayed. Indeed, despite intact migration 
within the granule cell layer, the new neurons elaborate shorter dendritic arborization, exhibit 
reduced axonal growth and display reduced numbers of non-mature labile dendritic spines. 
Altogether, such morphological alterations are likely to convey impaired glutamatergic inputs 
to the new neurons and consequently, may compromise their survival and functional 
integration in the hippocampal network. Impairment of adult hippocampal neurogenesis early 
in the course of AD progression may contribute to some of the alterations of hippocampo-
dependent synaptic plasticity and memory processes previously reported in young and older 
Tg2576 mice (D'Amelio et al., 2011; Hsiao et al., 1996). While studies have evidenced 
morphological abnormalities on hippocampal and cortical neurons located at the boundaries 
of amyloid plaques in several mouse models of AD (Knafo et al., 2009; Le et al., 2001; Spires 
et al., 2005; Tsai et al., 2004), we report here similar alterations of new neurons morphology, 
prior to amyloid plaque formation. Previous studies on the effect of amyloid peptide on cell 
proliferation in the adult brain have led to conflicting observations likely due to the use of 
different isoforms and aggregation states of Aβ (Haughey et al., 2002; He and Shen, 2009; 
Lopez-Toledano and Shelanski, 2004). Our data suggest that elevated levels of soluble 
amyloid oligomers may stimulate the proliferation of neuronal progenitors and alter their 
differentiation and maturation into neurons. Previous reports in Tg2576 mice have shown that 
dendritic spine loss also occurs on mature neurons in the cortex and hippocampus prior to 
amyloid plaque deposition (Adlard et al., 2011; Alpar et al., 2006; D'Amelio et al., 2011; 
Jacobsen et al., 2006; Lanz et al., 2003; Perez-Cruz et al., 2011). Furthermore, it was found 
that modulating Aβ load using a γ-secretase inhibitor in 3-month-old Tg2576 mice, led to the 
rescue of dendritic spines alterations and memory performances (D'Amelio et al., 2011). 
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While these findings support the hypothesis that Aβ may be responsible for such changes, 
directly or indirectly, the possibility that a cell-autonomous effect, driven by hAPPswe 
expression itself, may contribute to the alteration of hippocampal neurogenesis, cannot be 
excluded. However, using another construct and mutation, Mucke et al. (2000) have shown 
that new neurons mature normally in hAPP-I5 mice which express high hAPP levels without 
mutation and consequently, low Aβ. This suggests that abnormal neurogenesis in Tg2576 
mice is unlikely related to the presence of hAPP itself, but may rather be due to high Aβ 
levels and/or to other consequences of the APPswe mutation. In addition to Aβ oligomers, the 
microtubule-associated protein Tau and its hyperphophorylated forms may also be at play, as 
suggested by recent work on APPxPS1 mice (Demars et al., 2010).  
In summary, Tg2576 mice exhibit a remodeling of their inhibitory and excitatory circuits in 
the dentate gyrus that takes place along disease progression while altered hippocampal 
neurogenesis accounts for an early hallmark of the disease in this model. Ultimately, these 
modifications are likely to contribute to the mechanisms that lead to memory deficits in these 
mice. Recent advances in the detection of neurogenesis in the living brain may open new 
avenues for the use of this marker to detect AD at earlier stages (review in Couillard-Despres 
et al., 2011). Moreover, our data also indicate that despite altered, adult hippocampal 
neurogenesis persists throughout age and disease progression, indicating that strategies 
designed to stimulate neurogenesis in vivo may be suitable in the AD brain.  
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3.  Résultats complémentaires 
Étude de l'expression de la protéine d'activité cellulaire Arc dans le gyrus denté des 
souris Tg2576 avec l'âge. 
Des études ont montré que le remodelage des circuits neuronaux hippocampiques se caractérise 
par un appauvrissement des protéines liées au fonctionnement cellulaire qui peut contribuer au déclin 
cognitif associé à la MA (Palop et al. 2007, etc ...). Nous avons observé une baisse de l'expression de 
la calbindine, une protéine de liaison au calcium dans la couche moléculaire, et une augmentation des 
afférences inhibitrices GABAergiques sur les cellules granulaires (grâce au marquage du NPY). Pour 
examiner les conséquences fonctionnelles de ces altérations sur l’activité des neurones granulaires en 
conditions basales (souris dans leur cage), nous avons quantifié les cellules granulaires exprimant la 
protéine Arc (activity-regulated cytoskeleton-associated protein, protéine issue d'un gène précoce 
régulé par l'activité cellulaire) (Bramham et al., 2008) chez les souris Tg2576 et NTg à différents âges. 
Palop et al. (2005) ont notamment montré que les souris modèles de la MA (APPJ20) âgées de 5-8 
mois, en basal (souris restant dans leur cage) ou après exposition à un nouvel environnement 
(exploration pendant 2h, induisant chez des souris saines une expression de gènes précoces), 
présentaient une diminution du nombre de cellules exprimant Arc ou fos (un autre marqueur d'activité 
cellulaire). Cette diminution intervient dans la couche granulaire du gyrus denté et témoigne d’un 
dysfonctionnement de l’activation cellulaire hippocampique (Guzowski et al., 2000; Palop et al., 2003; 
Palop et al., 2005). Cette diminution d'activation cellulaire pourrait traduire une sur-inhibition des 
cellules granulaires et une hypo-activation de l'hippocampe qui pourraient être à l'origine de la perte de 
fonction de l'hippocampe dans les tâches mnésiques. 
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Figure S1. Expression de Arc dans les cellules granulaires de l'hippocampe en fonction de l'âge chez 
les souris Tg2576 et contrôles, en conditions basales. (A) Photographies de coupes de cerveaux 
illustrant l'immunoréactivité de la protéine Arc visualisée par le marquage noir des cellules 
immunopositives (Arc+) dans la couche granulaire du gyrus denté des animaux contrôles (NTg) en 
haut et transgénique (Tg2576) en bas (barre d'échelle 40µm). Le tissu a été contre-coloré à l'aide du 
Nuclear Fast Red (Vector Labs) afin de visualiser les structures et la couche granulaire notamment 
(en rouge). (B) Densité des cellules immunopositives à la protéine Arc (Arc+) dans le gyrus denté des 
animaux non transgéniques (carrés blancs) et transgéniques (carrés noirs) à 3, 5, 12 et 18 mois. Les 
données sont représentées en densité moyenne (±SEM) des cellules Arc+ par mm², selon l'axe rostro-
caudal, pour chaque âge. L'expression de Arc est identique entre les deux génotypes à 3 mois, mais 
diminue fortement chez les souris Tg2576 à 5 et 18 mois comparé aux souris non-transgéniques (NTg) 
du même âge. (GCL: couche des cellules granulaires). (Les données ont été analysées par une Anova 
à deux facteurs: §§§p<0,001 effet du transgène; **p<0,01 comparaisons post-hoc deux à deux grâce 
au test de Bonferroni). 
 
Les cellules exprimant Arc ont été quantifiées sur toute l'étendue rostro-caudale du gyrus denté 
des souris Tg2576 et non-transgéniques (NTg) (Fig. S1, données supplémentaires). Alors que 
l'expression de Arc est similaire entre les génotypes à l'âge de 3 mois, elle est fortement réduite chez 
les souris Tg2576 âgées de 5 et 18 mois par rapport aux souris NTg (p<0,001 NTg vs Tg2576, effet du 
transgène, ANOVA à deux facteurs F(1,75)=20,9 et F(1,84)=21,4, respectivement) (Fig. S1B). Cela 
suggère une baisse de l'activation des cellules granulaires chez les souris Tg2576 par rapport aux NTg. 
À 12 mois, cependant, les souris présentent une expression normale de Arc. Étant donnée la baisse 
observée à 5 et 18 mois, nous pensons que les résultats obtenus chez les souris de 12 mois reflètent un 
problème expérimental. On peut par exemple penser qu'il y a un « effet cage », c'est à dire que lors de 
l'expérience, un paramètre extérieur (dans la pièce de manipulation) ou bien un paramètre au sein du 
groupe de souris (rixes dans la cage par exemple, car les souris Tg2576 présentent une forte 
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agressivité par rapport aux contrôles dès l’âge de 7 mois) (Alexander et al., 2011) a pu influencer le 
nombre de cellules exprimant Arc. Afin de tester cette hypothèse, le comptage des cellules Arc-
positive sera refait sur un nouveau lot de souris de 12 mois. L’exposition des souris, 2h avant le 
sacrifice, à un nouvel environnement induisant une activation cellulaire, permettra de s’affranchir des 
effets non contrôlables au sein des cages. 
Connaissant l'implication de Arc dans les voies moléculaires de plasticité synaptique (comme la 
LTP et la LTD, par sa liaison aux mécanismes d’internalisation des récepteurs AMPA) (pour revue, 
Braham 2008), et sachant que l'inhibition de Arc dans l'hippocampe induit un défaut de LTP et de 
mémoire à long terme (Guzowski et al., 2000), nous pensons que la baisse de l'expression de Arc dans 
le DG des souris Tg2676 à partir de l'âge de 5 mois pourrait traduire un défaut d’activité et de 
plasticité des neurones granulaires. Ce déficit est susceptible d’induire des troubles du traitement de 
l’information mnésique chez ces souris. Soutenant cette hypothèse, un défaut de LTP et de 
transmission synaptique dans le DG a été rapporté chez ces souris à l’âge de 3 mois et à l’âge de 15-17 
mois (Chapman et al., 1999; D'Amelio et al., 2011), ce qui conforte nos résultats. En résumé, notre 
étude révèle que les souris Tg2576 développent des altérations fonctionnelles du réseau neuronal du 
DG susceptibles de perturber l'activité normale de l'hippocampe et la plasticité neuronale, de façon 
croissante avec l’âge et la progression de la pathologie.  
4.  Conclusion 
Dans cette étude, nous avons montré que les souris Tg2576 portant la mutation hAPPswe 
développent, en fonction de l'âge, des modifications anatomo-fonctionnelles complexes dans le gyrus 
denté de l'hippocampe. Parmi ces changements, une altération sévère de la neurogenèse 
hippocampique adulte a été mise en évidence chez des souris jeunes adultes. Outre l'augmentation de 
la prolifération et la diminution de la survie, nos données indiquent que les nouveaux neurones ont un 
développement morphologique perturbé qui pourrait induire une mauvaise intégration au réseau 
neuronal. Des données similaires ont été retrouvées chez un autre modèle murin de MA, les souris 
APP-J20, dont les nouveaux neurones ont une morphologie et un fonctionnement altérés à l'âge de 3 
mois (Sun et al., 2009). Les raisons de cette dérégulation de la neurogenèse sont multiples. Vu que les 
nouveaux neurones maturent normalement chez les souris hAPP-I5 qui ont des niveaux élevés d’hAPP 
et des niveaux relativement faibles d'Aβ (Mucke et al., 2000), les anomalies de la neurogenèse que 
nous avons observées chez les souris Tg2576 pourraient ne pas être dues à la mutation de hAPP elle-
même, mais plutôt dues à des niveaux élevés de certaines formes d’Aβ. En effet, les souris Tg2576 
âgées de 3 mois ne présentent pas de plaques amyloïdes. Les anomalies de neurogenèse ne peuvent 
donc pas être dues à l’agrégation du peptide amyloïde en plaques, mais plutôt à la présence de taux 
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élevés d’oligomères solubles facilement diffusibles. Cette altération de la morphologie pourrait être 
amplifiée chez des souris plus âgées avec l'augmentation progressive de la quantité d'Aβ. Des 
expériences complémentaires chez des souris plus âgées devront donc être réalisées afin de vérifier 
cette hypothèse. 
D'après nos données, l’altération de la neurogenèse est un événement précoce dans l'étiologie de 
la MA chez ces souris, ce qui pourrait refléter de subtiles modifications de l’environnement cellulaire 
encore non décrites. Cette dérégulation de la neurogenèse est susceptible de compromettre la plasticité 
et la fonction neuronale hippocampique, et d’exacerber la vulnérabilité neuronale. De plus, elle 
précède un remodelage du réseau neuronal excitateur et inhibiteur dans le gyrus denté. Ces 
changements pourraient ainsi constituer des éléments clés du dysfonctionnement hippocampique et 
contribuer aux déficits cognitifs observés chez ces souris. Le schéma bilan (Figure S2) intègre ces 
altérations de la neurogenèse et la réorganisation possible de l’hippocampe chez les souris Tg2576. 
 
Figure S2. Schéma illustrant le remodelage du circuit neuronal dans l’hippocampe, notamment de 
l’augmentation des afférences GABAergiques (en bleu) sur les neurones granulaires (violet) chez les 
souris Tg2576 (en bas) par rapport aux souris non-transgéniques (en haut). Ce remodelage 
permettrait de réduire l’activité neuronale excitatrice aberrante induite par le peptide amyloïde. Les 
cellules granulaires matures expriment moins la calbindine et Arc, et présentent moins d’épines 
dendritiques (violet clair). Ces changements d’activité cellulaire peuvent être à l’origine d’une 
altération de la neurogenèse et d’un dysfonctionnement hippocampique qui pourrait contribuer aux 
problèmes mnésiques chez ces souris. (CE, cortex entorhinal ; CG, cellule granulaire ; DG, gyrus 
denté ; CA3, corne d’Amon 3). (Schéma adapté d’après Song et al, 2012). 
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En outre, à chacun des âges étudiés, on observe une sous-population de souris présentant une 
expression ectopique de NPY dans leurs fibres moussues, comme observé dans d’autres modèles 
murins de la MA (Minkeviciene et al., 2009; Palop et al., 2007). Ce marquage est une caractéristique 
particulière des changements morphologiques qui ont lieu dans l'hippocampe des rongeurs après 
l’induction pharmacologique ou électrique de crises épileptiques (Scharfman and Gray, 2006; Sperk et 
al., 1992; Vezzani et al., 1999). Bien qu’il ait déjà été montré que les souris Tg2576 ont une sensibilité 
accrue aux crises d’épilepsie, c’est-à-dire que l’injection d’un antagoniste des récepteurs GABA 
(induction pharmacologique d’une crise d’épilepsie) déclenche des crises plus importantes que chez 
des souris saines (Westmark et al., 2008), il faut déterminer si les souris Tg2576 pourraient présenter 
une activité cellulaire spontanée épileptiforme par des enregistrements électro-encéphalographiques 
(EEG). Cette étude est actuellement en cours au laboratoire (C. Bezzina doctorante au laboratoire). 
Des activations intenses et synchronisées des réseaux neuronaux pourraient intervenir dès l’âge de 3 
mois, suggérant qu’un déséquilibre de l’activité du réseau neuronal se met en place bien avant les 
troubles cognitifs et le dépôt en plaques amyloïdes. 
Notre étude a donc permis de mettre en évidences des altérations cellulaires précoces au sein de 
l’hippocampe chez les souris Tg2576. Ainsi, des traitements de prévention de la MA et une 
compensation des premières altérations cellulaires à l’origine de la pathologie pourraient être efficaces 
pour retarder l’apparition des atteintes cognitives et mnésiques. 
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Chapitre 2. Création d'une réserve cérébrale à l'origine d'une 
récupération fonctionnelle chez les souris Tg2576 grâce à 
l’exposition à un environnement enrichi 
Dans le chapitre précédent, nous avons montré dans un modèle murin de la MA que des 
altérations cellulaires apparaissent au niveau de l’hippocampe bien avant l’apparition des plaques 
amyloïdes. Nous avons observé que la neurogenèse adulte, mécanisme sensible à l’environnement 
cellulaire et à l’activité neuronale locale, est perturbée chez les souris Tg2576 dès l’âge de 3 mois. 
Bien que les marqueurs d’activité cellulaire et de remodelage du réseau hippocampique ne soient 
modifiés que plus tardivement (à 5, 12 ou 18 mois), ce résultat suggère l’existence de changements 
subtils et précoces du fonctionnement cérébral qui pourrait refléter les phases précoces du 
développement de la pathologie. Nous pouvons imaginer que chez les personnes atteintes de la MA, 
des atteintes cellulaires se sont mises en place progressivement et précocement (avant l’apparition des 
marqueurs histopathologiques caractéristiques de la MA) et peuvent contribuer au déclin des capacités 
mnésiques. Ainsi, la recherche de traitements thérapeutiques de la MA doit impliquer une prise en 
charge très précoce, et les moyens préventifs de la MA doivent probablement être mis en place bien 
avant les signes de pathologie avérée.  
Chez l’Homme, un nombre croissant d’études montre que l’expérience et l’environnement au 
cours de la vie de l’individu (notamment les stimulations sociales, cognitives ou encore physiques), 
semblent diminuer le risque de développer la MA et ralentissent son apparition et son développement 
(voir chapitre 3 de l’introduction). Cette constatation est à l’origine de l'émergence du concept de 
réserve cognitive : les personnes ayant élaboré une réserve cérébrale possèdent une meilleure capacité 
à faire face à des atteintes pathologiques, et montrent un retard de l’expression clinique de la maladie 
(Stern, 2009).  
Chez les rongeurs, la réserve cognitive peut être mimée par l’utilisation du paradigme de 
l’environnement l’enrichi (EE). Ce milieu de vie est basé sur la complexité des environnements 
sociaux, cognitifs et sensoriels (Nithianantharajah et Hannan, 2006). Dans des modèles transgéniques 
de MA, il a été montré que l’EE est en mesure d’atténuer le déclin cognitif (Arendash et al., 2004, 
Costa et al., 2007, Cracchiolo et al., 2007, Hu et al., 2010, Jankowsky et al., 2005), ce qui démontre 
l’efficacité potentielle de ce paradigme comme une stratégie pour la réduction des troubles cognitifs 
110 
 
liés à la MA. Bien que ces études aient démontré l’utilité du paradigme de l’EE sur l’amélioration des 
fonctions cognitives chez les modèles de MA, elles n’ont pas été conçues pour examiner si 
l’exposition à l’EE à un moment précis, soit avant ou pendant le développement de la MA, serait plus 
efficace pour la mise en place d’une réserve cognitive. Par conséquent, pour définir cette période 
spécifique dans le cadre de la pathologie amyloïde, nous avons examiné à quel stade l’exposition à 
l’EE permet d’atténuer les dysfonctionnements de la mémoire et les caractéristiques 
neuropathologiques liées à l’âge chez les souris Tg2576. Pour cela les souris transgéniques ont été 
exposées à l’EE transitoirement, à des périodes spécifiques du processus de l’amyloïdose (avant, 
pendant ou après le début de l’amyloïdegènese) (Hsiao et al., 1996; Kawarabayashi et al., 2001; Lesne 
et al., 2006; Westerman et al., 2002). Les effets à long terme de l’exposition transitoire à l’EE ont été 
analysés à l’âge de 13 mois. Des travaux débutés avant mon arrivée au laboratoire ont porté sur les 
effets de l’EE sur le comportement et j’ai poursuivi cette étude en analysant les marqueurs 
neuropathologiques de l’EE chez les souris Tg2576 et les souris contrôles.  
Nous avons recherché si l’exposition transitoire à l’EE avant la formation de plaques permet 
d’améliorer les performances de mémoire spatiale et non spatiale des souris Tg2576 âgées (à 13 mois), 
âge auquel ces souris présentent normalement de forts déficits de mémoire. Au niveau cellulaire, 
l'étendue de la surface occupée par les plaques séniles néocorticales a également été évaluée afin 
d’examiner si des améliorations cognitives pouvaient être associées à des modifications cérébrales 
durables. Enfin, des marqueurs d'altérations de protéines intracellulaires liées à l'activité neuronale des 
réseaux neuronaux hippocampiques ont été évalués chez ces souris, comme par exemple l'expression 
ectopique de neuropeptide Y (NPY) dans les fibres moussues, afin de vérifier si une récupération 
cellulaire pourrait être un médiateur de la réserve cérébrale et cognitive. 
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Abstract
Levels of educational and occupational attainment, as components of cognitive reserve, may modify the relationship between the
pathological hallmarks and cognition in Alzheimer’s disease (AD). We examined whether exposure of a Tg2576 transgenic mouse model
of AD to environmental enrichment (EE) at a specific period during the amyloidogenic process favored the establishment of a cognitive
reserve. We found that exposure to EE during early adulthood of Tg2576 mice—before amyloidogenesis has started—reduced the severity
of AD-related cognitive deficits more efficiently than exposure later in life, when the pathology is already present. Interestingly, early-life
exposure to EE, while slightly reducing forebrain surface covered by amyloid plaques, did not significantly impact aberrant inhibitory
remodeling in the hippocampus of Tg2576 mice. Thus, transient early-life exposure to EE exerts long-lasting protection against cognitive
impairment during AD pathology. In addition, these data define the existence of a specific life time frame during which stimulatory activity
most efficiently builds a cognitive reserve, limiting AD progression and favoring successful aging.
© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.
Keywords: Alzheimer’s disease; Transgenic mice; Enriched environment; Amyloid; Learning and memory; Hippocampus; Brain cognitive reserve; Tg2576;
Calbindin; Neuropeptide Y
www.elsevier.com/locate/neuaging1. Introduction
Alzheimer’s disease (AD) is the most common cause of
dementia and is characterized by inexorable deficits in
memory and other cognitive functions. Environmental fac-
tors have been suggested to modulate the risk and the
development of AD. In particular, physical activity and
* Corresponding author at: UMR5169 CNRS, Centre de Recherches sur
la Cognition Animale (CRCA), Université Paul Sabatier, 118, route de
Narbonne 31062 Toulouse Cedex 4, France. Tel.: 33 561 55 75 75.
E-mail address: laureverret@gmail.com (L. Verret).
* Alternate corresponding author at: UMR5169 CNRS, Centre de Re-
cherches sur la Cognition Animale (CRCA), Université Paul Sabatier, 118,
route de Narbonne 31062 Toulouse Cedex 4, France; phone. Tel.:33 561
55 75 75.
E-mail address: claire.rampon@univ-tlse3.fr (C. Rampon).
1 Present address: Gladstone Institute of Neurological Disease, Department ofNeurology, University of California, San Francisco, San Francisco, CA, USA.
0197-4580/$ – see front matter © 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.neurobiolaging.2012.05.013cognitive occupational attainment during midlife have been
associated with a reduced risk of AD (Friedland et al., 2001;
Stern et al., 1994). The finding that highly-educated indi-
viduals have a reduced risk for AD has fostered the concept
of a cognitive reserve that provides a better brain capacity to
cope with pathological insults so that those individuals
display delayed clinical expression of the disease (Katzman
et al., 1988; Reed et al., 2010; Stern, 2006). Given the large
population of aging individuals and the financial burden on
caretakers, finding effective therapeutic strategies to miti-
gate the cognitive dysfunction seen in AD pathology is
critical. Thus understanding the neurobiological mecha-
nisms that underlie the cognitive reserve—which are re-
ferred to as brain reserve—is of particular importance for
the development of effective strategies in treating AD.
In rodents, a promising manipulation to study the neu-
robiological underpinnings of the cognitive reserve is the
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plexity of the social, cognitive, and sensorial environments
can be manipulated (Nithianantharajah and Hannan, 2006;
Rosenzweig and Bennett, 1996), and its effects on cognitive
function can be evaluated. Indeed, a large body of evidence
indicates that EE not only improves learning and memory
performance in healthy animals (Bruel-Jungerman et al.,
2006; van Praag et al., 2000), but it can also enhance
recovery from lesion-induced memory deficits (Dahlqvist et
al., 2004; Pacteau et al., 1989; Wolf et al., 2006). These
studies demonstrate the potential of environmental stimula-
tion to improve or restore cognitive function as either a
preventive or a rehabilitative strategy in disease or injury
models. In addition, EE induces structural and biochemical
modifications of neurons (Escorihuela et al., 1995; Rampon
et al., 2000b), stimulates adult hippocampal neurogenesis
(van Praag et al., 1999), and triggers profound changes in
the transcription of specific genes (Griffin et al., 2009;
Rampon et al., 2000a; Thiriet et al., 2008), indicating that
profound neurobiological changes may underlie the im-
provements in behavioral and cognitive functions. These
quantitative changes, referred to as brain reserve, are likely
to reflect the building of the cognitive reserve, which ele-
vates the threshold of pathology required to render clinical
deficits visible. Importantly, it was also reported that EE is
able to mitigate cognitive decline in transgenic models of
familial AD (Arendash et al., 2004; Costa et al., 2007;
Cracchiolo et al., 2007; Hu et al., 2010; Jankowsky et al.,
2005; Valero et al., 2011; Wolf et al., 2006), demonstrating
the potential effectiveness of this paradigm as a strategy for
reducing AD-related cognitive impairments. Though these
studies demonstrated the utility of EE paradigm on improv-
ing cognitive function in AD models, they were not de-
signed to examine whether exposure to EE at a specific time
frame—either prior to or during AD progression—would
most efficiently lead to the establishment of a cognitive
reserve. Indeed in these reports, AD mice were placed in EE
either continuously from weaning to an age when cognitive
deficits manifest (Cotel et al., 2012; Cracchiolo et al., 2007;
Herring et al., 2009; Hu et al., 2010; Jankowsky et al., 2003,
2005; Lazarov et al., 2005; Wolf et al., 2006), or when the
full range of amyloid pathology symptoms are already pres-
ent (Arendash et al., 2004; Valero et al., 2011). Therefore,
to define this specific period we investigated at which stage,
in the course of the amyloid pathology, exposure to EE is
more prone to trigger optimal functional compensation and
alleviate age-related memory dysfunction and neuropatho-
logical hallmarks in Tg2576 mice, a well-established mouse
model of AD (Hsiao et al., 1995, 1996).
Transgenic mice were transiently exposed to EE at spe-
cific time periods of the amyloidosis process (i.e., prior to,
at, or after amyloid onset). At 13 months of age, long-lasting
behavioral and neuropathological effects of EE were ana-
lyzed in Tg2576 mice and nontransgenic littermates, as a
function of the age of the mice during exposure to EE. We Wfound that transient exposure to EE prior to plaque forma-
tion improved spatial and nonspatial memory performance
in Tg2576 mice later in life, at an age when these mice
normally show strong memory deficits. This effect was
associated with a reduction of neocortical senile plaque
formation during aging. Moreover, we report that a subpop-
ulation of standard-housed 13.5-month-old Tg2576 mice
display an ectopic expression of the neuropeptide Y (NPY)
in their mossy fibers. These findings further extend previous
reports of hippocampal alterations of synaptic activity-re-
lated proteins associated with amyloid  (A)-dependent
etwork dysfunction in other mouse models of AD (Chin et
l., 2005; Harris et al., 2010; Minkeviciene et al., 2009;
alop et al., 2003, 2007; Vogt et al., 2011). Such abnormal
xpression of NPY in Tg2576 mice is highly suggestive of
eizure activity and remained limited in mice exposed to EE
t older age. Our data support the hypothesis that environ-
ental and social stimulation occurring before the forma-
ion of amyloid aggregates is able to robustly enhance brain
apacity to cope with the disease.
. Methods
.1. Animals and experimental groups
One hundred twelve female mice from the transgenic
ine Tg2576 (Hsiao et al., 1995, 1996), were used. Two
g2576 (HuAPP696swe in a C57BL6/SJL genetic back-
round) male mice created by K. Hsiao Ashe were gener-
usly gifted by Mayo Foundation for Medical Education
nd Research to J.M. Lassalle. Tg2576 mice carry a double
utation (Lys670-Asn, Met671-Leu [K670N, M671L]),
riven by a hamster prion protein promoter, and overexpress
uman APP695. Tg2576 males were bred with C57B6/SJL
1 females (Charles River, L’Arbresle, France) and the
ffspring was genotyped for the human amyloid precursor
rotein (hAPP) transgene using DNA obtained from
ostweaning tail biopsies. Polymerase chain reaction prod-
cts were analyzed to confirm the presence of hAPP DNA
equence in offspring.
.1.1. Housing conditions
Transgenic mice (Tg2576) and age-matched nontrans-
enic littermate control mice (NTg) were maintained on a
2 hours light/12 hours dark cycle with free access to food
nd water. Transgenic mice and their NTg littermates were
andomly assigned to either standard housing (nonEE) or
nvironmental enrichment (EE) (Fig. 1A and B). Mice were
xposed to the EE for 10 weeks starting at the age of 3
onths (EE3m), 5 months (EE5m), or 10 months (EE10m)
Fig. 1B). These specific ages were chosen because they
orrespond to milestones in the development of the amyloid
athology along the lifespan of these transgenic mice (Ar-
ndash and King, 2002; Hsiao et al., 1996; Kawarabayashi
t al., 2001; King and Arendash, 2002; Lesné et al., 2006;
esterman et al., 2002). At 3 months of age, a presymp-
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exhibit intact behavioral and cognitive abilities (Hsiao et
al., 1996; Lesné et al., 2006; Westerman et al., 2002). At
5 months of age, these mice display subtle changes in
learning and memory capacities and amyloidosis starts
(Kawarabayashi et al., 2001; King and Arendash, 2002;
Lesné et al., 2006; Westerman et al., 2002). At 10 months
of age, Tg2576 mice display an advanced stage of AD
pathology characterized by the presence of amyloid plaques
in the hippocampus and neocortex and robust memory def-
icits (Hsiao et al., 1996; Kawarabayashi et al., 2001; King
and Arendash, 2002; Lesné et al., 2006; Westerman et al.,
2002). The EE consisted of a large box (150 80 80 cm)
Fig. 1A, right), containing various toys, wooden blocks,
limbing platforms, plastic tubes, and small houses, but no
unning wheel. The toys were rearranged and renewed every
ther day to stimulate animals’ exploratory behavior. Mice
ere exposed to the enriched environment by groups of 10
o 15. Animals assigned to the nonEE group remained in
tandard laboratory cages (Fig. 1A, left) by groups of 5, for
he duration of the experiment. In both housing conditions,
nimals had free access to food and water. After the 10-
eek period of enrichment, the mice were returned to their
Fig. 1. Experimental design. (A and B) At 3 (3m), 5 (5m), or 10 months (10
environment (EE) (A, right, and B, respectively EE3m, EE5m, and EE10m
groups). (B) After 10 weeks of enriched housing, mice were returned into
of behavioral tests before being sacrificed.ome cage where they remained until the age of 13 months, zhen their behavior was tested. All experiments were con-
ucted in females. Therefore, we cannot exclude that the
mpact of EE might have been different on Tg2576 males.
ll experiments were performed in strict accordance with
he recommendations of the European Union (European
ommunities Council Directive of 24 November 1986) and
he French National Committee (87/848). The experiment-
rs were blind to genotype and housing conditions through-
ut behavioral testing.
.2. Behavioral characterization
.2.1. Elevated plus maze
Behavioral testing started with the elevated plus maze to
etermine the mouse anxiety-related behavior. The maze
onsisted of a plus-shaped track with 2 closed arms and 2
pened arms (30  10  20 cm) that extended from a
entral platform (10  10). The apparatus was elevated 100
m above the floor and was surrounded by a white curtain
ithout any conspicuous cues. Each trial began with the
ouse placed in the central zone facing 1 of the open arms
nd lasted 10 minutes. The number of entries into open and
losed arms and the time spent in each arm and the central
e, Tg2576 and nontransgenic (NTg) animals were exposed to the enriched
s), or were kept under standard housing conditions (A, left, and B, nonEE
me cage until the age of 13 months, when all animals underwent a seriesm) of ag
group
their hoone were monitored. For each mouse, the ratio of time
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both open and closed arms was calculated and expressed as
a percentage. The maze was cleaned between each mouse to
remove olfactory cues. Mouse behavior was videotaped and
analyzed by the experimenter blind to the genotype and
housing condition using an ethological keyboard.
2.2.2. Open field
Locomotor activity was analyzed during the habituation
session of the novel object recognition task (see below).
Each animal was allowed to explore a circular open-field
(62 cm diameter, 40 cm-high wall) for 10 minutes, deprived
of visual cues and surrounded by a white curtain. The
distance moved in the open field was measured by means of
video tracking software (EthoVision 3.0, Noldus, Wagenin-
gen, Netherlands).
2.2.3. Object recognition task
This task is based on the spontaneous preference of
rodents for novelty and their ability to remember previously
encountered objects (Ennaceur and Delacour, 1988). The
day before task acquisition, mice were placed in the empty
circular open field for habituation (see above). The next day,
2 identical objects were placed in the middle of the open
field. The time spent exploring the objects was recorded and
scored manually. We ensured that every mouse spent the
same time exploring the objects and avoided any bias due to
differences in individual level of exploration by removing
the animal when it reached the criteria of a total of 30
seconds of cumulated exploration time. Animals that did not
reach this criterion within 10 minutes were excluded. Rec-
ognition memory was tested 48 hours after this exploration
phase. One familiar object was replaced by a new one and
the mice were given 10 minutes during which the time spent
exploring each object was recorded. The nature and position
(left or right) of the new object were randomized to reduce
bias toward a particular object or position. The open field
was cleaned with 70% ethanol between each mouse to
minimize the presence of olfactory cues. To assess recog-
nition memory, measurement of the exploration preference
for the novel object was expressed as a percentage of the
exploration time of the novel object related to the total
exploration time for both objects during the test.
2.2.4. Spatial navigation in the Morris water maze
This test was performed on the second week of behav-
ioral experiments to investigate hippocampal-dependent
spatial navigation. The experimental conditions replicate
those routinely used in our laboratory (Lassalle et al., 2008).
The maze consisted of a circular pool (110 cm diameter and
30 cm high), filled to a depth of 15 cm with opaque water
(22.5  0.5 °C) and virtually divided in 4 quadrants. A
ircular escape platform (9 cm diameter) was placed inside
he pool, 16 cm away from the pool wall. White curtains
ffixed with large extramaze visual cues were surrounding
he pool. On each trial, mice were introduced into the water
rom a different quadrant, so that they had to navigate using rhe spatial extramaze cues in order to learn the position of
he invisible platform. Each mouse was submitted to a
ingle session of familiarization, consisting of 3 trials dur-
ng which the platform, protruding 0.5 cm above the water
urface, remained in the same quadrant. Starting the follow-
ng day, mice were given 3 consecutive trials a day, for 4
ays. Each trial lasted 60 seconds during which the mouse
as allowed to swim to the platform, now submerged 0.5
m beneath the water surface. Mice failing to find the
latform within the provided 60 seconds were gently guided
y hand to the platform. After the animal had climbed onto
he platform, it was allowed to remain on it for an addi-
ional 60 seconds, and was subsequently replaced in the
ater from a different start point on the next trial. All
rials were videotaped and the distance moved to reach
he platform was calculated by Ethovision 3.0 software
Noldus). Shortly after the third trial of the last session,
ice were submitted to a probe test in order to assess
patial memory. The platform was removed and the
ouse, starting from the center of the pool, was allowed
60-second search for the platform.
.2.5. Statistical analysis of behavioral data
SYSTAT 13.0 statistical software package (Systat Soft-
are Inc., Chicago, IL, USA) was used for data analysis.
he results were expressed as mean  standard error of the
ean and analyzed using paired t tests, 1 or 2-way analysis
f variance (ANOVA), or a repeated measure ANOVA
hen appropriate. Post hoc multiple comparisons were car-
ied out when allowed, using Tukey’s Honestly Significant
ifference or Dunnett’s tests.
.3. Tissue processing and immunochemistry
Mice were deeply anesthetized using pentobarbital and
ranscardially perfused with 0.1 M phosphate buffer (pH
.4) followed by 4% paraformaldehyde. The brains were
ostfixed for 2 days in the same fixative and transferred into
0% sucrose 0.1 M phosphate buffer before being cut into
0-m thick cryostat coronal sections. The sections were
then stored at 20 °C in cryoprotectant until use. Free-
floating brain sections were rinsed in phosphate-buffered
saline containing 0.25% Triton X-100 (PBST). For A
immunochemistry, sections were incubated for 1 minute in
100% formic acid, then blocked in PBST containing 5%
normal goat serum for 30 minutes. For NPY or calbindin-
D28k (CB) immunolabeling, sections were quenched for
endogenous peroxidases with 3% H2O2 in 10% methanol/
phosphate-buffered saline. Then sections were incubated
overnight in primary antibody rabbit polyclonal anti-amy-
loid -peptide (1:1000; Zymed, San Francisco, CA, USA),
abbit anti-CB (1:40,000; Swant, Bellinzona, Switzerland)
r rabbit anti-NPY (1:5000; Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
SA) in PBST containing 0.1% sodium azide with 5%
ormal goat serum. The next day, the sections were incu-
ated for 90 minutes in biotinylated goat anti-rabbit antise-
um (1:250; Vector Labs, Burlingame, CA, USA) in PBST
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plex (1:400; Vector Labs Elite Kit) in PBST. For A and
B stainings, peroxidase immunolabeling was developed in
.05 M Tris-HCl buffer (pH 7.6) containing 0.025% 3,3’-
iaminobenzindine-4 HCl (Fluka, Buchs, Switzerland) and
.003% H2O2. NPY was revealed in black by adding 0.06%
ickel ammonium sulfate. The reaction was stopped by
inses in PBST containing 0.1% sodium azide. The sections
ere mounted onto subbed slides, dehydrated through alco-
ols, and coverslipped.
.3.1. Quantification of Aß load
The Mercator Pro stereology system (Explora Nova, La
ochelle, France) was used to measure the brain surface cov-
red by senile plaques labeled by A immunochemistry. The
ercentage of coverage in ten 30 m-thick brain sections taken
360 m apart from the frontal cortex to the posterior hip-
ocampus was averaged to obtain a final estimate of plaque
urden in Tg2576 animals. A loads were measured for the
whole hippocampus and for the total forebrain surface.
2.3.2. Quantification of CB and NPY labeling
CB is expressed in the dentate granular cells and is
visible in both the cell bodies and their dendrites located in
the molecular layer. NPY is expressed in a subset of inhib-
itory interneurons and the staining is visible in the soma and
axons of these cells, which form synapses onto the dendrites
of granule cells in the molecular layer. Quantifications were
performed as described previously (Palop et al., 2003,
2007). Briefly, CB and NPY labelings were quantified for
each animal by the measure of immunoreactivity density in
the molecular layer and the mossy fibers on 2 coronal
sections spaced 360 m through the dorsal hippocampus.
he CA1 regions and the lateroposterior thalamic nucleus
ere used as internal controls to normalize for variations in
ignal intensity for CB and NPY respectively. Digitized
mages were obtained with a digital camera (Optronics,
oleta, CA, USA) on a light microscope (10 objective;
X51; Olympus, Essex, UK) using the Mercator Pro soft-
are (Explora Nova). Integrated optical densities were mea-
ured using image analysis software, ImageJ (open source,
vailable on http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html).
.3.3. Statistical analysis of immunostainings
SYSTAT 13.0 statistical software package (Systat Soft-
are Inc.) was used for data analysis. The results were
xpressed as mean  standard error of the mean and ana-
yzed using Kruskal–Wallis test followed when allowed by
ost hoc Dunn’s multiple comparison tests.
. Results
.1. Enriched housing abolishes hyperactivity in Tg2576
ice
Tg2576 mice have been reported to exhibit exacerbated
pontaneous activity (King et al., 1999; Lalonde et al., 2003; pgnibene et al., 2005). Thus, we evaluated whether EE
xposure at different periods across the lifespan had an
mpact on activity of Tg2576 mice tested at 13 months old.
he total distance traveled in the open field by each mouse
as recorded as an index of exploratory behavior (Fig. 2A).
n line with previous reports (King et al., 1999; Lalonde et
l., 2003; Ognibene et al., 2005), we found that Tg2576
ice living in standard laboratory conditions (nonEE) ex-
ibited exacerbated spontaneous activity in the open field
ompared with NTg nonEE controls (1-way ANOVA
(7,104)  4.71; p  0.0001; NTg nonEE vs. Tg2576
onEE: p  0.0001 with Tukey’s test). Interestingly, while
EE had no effect on activity of NTg animals (1-way
ANOVA F(3,63)  2.14; p  0.10; Fig. 2A), it abolished
yperactivity in Tg2576 mice, regardless of when EE ex-
Fig. 2. Environmental enrichment abolishes hyperactivity in Tg2576 mice.
(A) Tg2576 mice living in standard housing conditions (nonEE) sponta-
neously demonstrated significantly increased total distance in the open field
compared with nontransgenic (NTg) nonEE controls. This hyperactivity of
Tg2576 mice was abolished by 10-week exposure to environmental en-
richment (EE) occurring at 3, 5, or 10 months of age. The 3 groups of
enriched Tg2576 mice showed reduced total distance moved compared
with nonenriched Tg2576 animals. Enriched Tg2576 mice then demon-
strated levels of locomotor activity similar to that of control NTg mice. (B)
In the elevated plus maze, standard housed Tg2576 mice (Tg2576 nonEE)
exhibited a total number of arm entries significantly higher than NTg
controls. EE exposure had no influence on the activity of NTg mice but
reduced arm entries of Tg2576 mice (** p  0.01 and *** p  0.0001 vs.
Tg nonEE mice and # p  0.05, ## p  0.01 and ### p  0.0001 vs.
Tg2576 nonEE by analysis of variance and Tukey test). Quantitative values
are mean standard error of the mean. Numbers in bars are mice numbers.osure occurred (1-way ANOVA F(3,41) 4.23, p 0.01;
#
T
N
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EE5m vs. Tg2576 nonEE, p  0.000; and Tg2576 EE10m
vs. Tg2576 nonEE, p 0.001 with Tukey’s tests). Thus, the
3 groups of enriched Tg2576 mice (EE3m, EE5m, EE10m)
showed levels of spontaneous activity similar to that of NTg
mice at 13 months.
The same pattern of hyperactivity was found in the
elevated plus maze (Fig. 2B). Among animals maintained in
standard housing conditions (nonEE), Tg2576 mice were
more active than NTg as evidenced by the total number of
arm entries (1-way ANOVA F(7,104)  4.63, p  0.0002;
Tg2576: 67.15  24.2; NTg: 40.26  15.5; p  0.004 with
Tukey’s test). Although EE exposure led to a significant
rescue of Tg2576 mice hyperactivity in the elevated plus
maze only if mice were exposed to EE at 5 months of age
(Tg2576 nonEE vs. Tg2576 EE10m, EE5m, and EE3m; p
0.65, 0.006, and 0.67, respectively, with Tukey’s tests), all
enriched Tg2576 mice exhibited the same level of explor-
atory activity when compared with NTg littermates (Fig.
2B). Thus, the hyperactivity induced by hAPP transgene
expression in Tg2576 mice is strongly reduced by transient
EE exposure, independent of disease progression at the time
of enrichment.
3.2. Environmental enrichment reduces behavioral
disinhibition of Tg2576 mice
Anxiety-related and risk assessment behaviors were
evaluated in the elevated plus maze. In this task, Tg2576
mice raised in standard conditions spent more time in the
open arms compared with NTg mice (1-way ANOVA
F(7,104)  11.16, p  0.0001; Tg2576 nonEE vs. NTg
nonEE, p  0.026 with Tukey’s test) (Fig. 3). This finding
may reflect behavioral disinhibition and/or altered cognitive
assessment of the danger. Independent of the age of the
mice at the time of EE exposure, we found that EE exposure
persistently and significantly reduced the percentage of
time mice spent in the open arms when tested at an older age
(NTg EE3m vs. NTg nonEE, p  0.008; NTg EE5m vs.
NTg nonEE, p  0.006; and NTg EE10m vs. NTg nonEE,
p  0.019 with Tukey’s tests). This observation is consis-
tent with previous reports showing that EE decreases nov-
elty-seeking and promotes exploration efficiency as a result
of the abundant sensory stimulation in the housing condi-
tions rather than increased anxiety (D’Andrea et al., 2010;
Zambrana et al., 2007; Zhu et al., 2006). Interestingly, in
our study, this effect appears to be related to AD severity at
the time of EE. Indeed, 13-month-old Tg2576 mice en-
riched at either 3 or 5 months of age (Tg2576 EE3m mice
vs. Tg2576 nonEE, p  0.011; Tg2576 EE5m mice vs.
Tg2576 nonEE, p  0.000 with Tukey’s tests) exhibited
anxiety levels comparable with that of standard-housed NTg
mice. In contrast when EE occurred later in the animal’s
lifespan, it did not restore the disturbed anxiety phenotype
of Tg2576 (Tg2576 EE10m mice vs. Tg2576 nonEE, p 
0.21 with Tukey’s test; Fig. 3). Alternatively, the reduced ntime spent in the open arms by Tg2576 mice following EE
may also reflect improved cognitive assessment of the sit-
uation, although our study does not allow evaluating this
possibility.
In summary, standard-housed Tg2576 mice display ab-
normally low levels of anxiety and/or altered cognitive risk
assessment compared with NTg controls. This aberrant be-
havior may be restored by EE when occurring early during
amyloidogenesis progression.
3.3. Enriched housing restores recognition memory of
Tg2576 mice
The lasting behavioral effects of enriched housing on
recognition memory of Tg2576 mice were then evaluated
using the object recognition task which is based on the
spontaneous tendency of rodents to explore novel stimuli
(Ennaceur and Delacour, 1988). This task assesses mice’s
ability to discriminate between a novel and a familiar object
and does not require an intact hippocampus (Ennaceur et al.,
1997; Gaskin et al., 2003). During the exploration phase, all
animals spent the same time exploring the objects (inclusion
criterion of 30-second total exploration time; see Methods).
A total of 22/112 mice did not reach this criterion and were
thus excluded from the test. Interestingly, most of these
individuals belonged to the groups that were enriched the
closest to behavioral testing, at 10 months of age (NTg
EE10m, n 10/19; Tg2576 EE10m, n 5/15; NTg nonEE,
Fig. 3. Environmental enrichment (EE) reduces behavioral disinhibition of
Tg2576 mice. Anxiety-related and risk assessment behaviors were evalu-
ated in the elevated plus maze. In standard housing conditions, Tg2576
mice exhibited reduced behavioral inhibition and increased locomotor
impulsivity compared with their nontransgenic (NTg) littermates, as indi-
cated by the relative time spent in the open arms. However, EE before or
at the beginning of the amyloid pathology (i.e., EE at 3 months [EE3m], EE
at 5 months [EE5m]) reduced the relative time spent in the open arms in
Tg2576 mice tested at 13 months of age, to levels comparable with that of
standard-housed (nonEE) NTg mice. Similarly, all enriched NTg mice
spent a lower percentage of their time in the open arms compared with
nonEE NTg animals (* p 0.05 and ** p 0.01 vs. NTg nonEE mice and
p  0.05 and ## p  0.01 vs. Tg2576 nonEE by analysis of variance and
ukey test). Quantitative values are mean  standard error of the mean.
umbers in bars are mice numbers. 2/19; NTg EE5m, n  1/15; NTg EE3m, n  1/14;
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217L. Verret et al. / Neurobiology of Aging 34 (2013) 211–225Tg2576 nonEE, n  2/13; Tg2576 EE5m, n  0/9; Tg2576
E3m, n 1/8). This observation suggests that recent acute
nvironmental stimulations may negatively influence pro-
ensity for novelty in mice.
Recognition memory was tested 48 hours after the pre-
entation of 2 identical objects in an open field (Fig. 4).
uring the retention test, all NTg animals spent signifi-
antly more time exploring the novel object than the famil-
ar one so that the preference index was significantly dif-
erent from chance level (50%) (NTg nonEE: 55.39 
.49%, p  0.002; NTg EE3m: 57.60  2.17%, p  0.004;
Tg EE5m: 56.42  1.67%, p  0.002; NTg EE10m:
7.44  1.28%, p  0.0003 with 1-sample t tests). These
esults indicate that NTg mice remembered the object they
ad seen 2 days earlier, independent of their housing con-
itions. A 1-way ANOVA on performance of EE and
onEE NTg animals do not show any beneficial effect of
nrichment on memory (F(3,49)  0.48; p  0.70). This
ack of effect of EE on the performances of NTg mice is
ikely to reflect a ceiling effect in this task. In contrast to
Tg, Tg2576 mice raised in standard conditions (nonEE)
id not show any preference for the novel object during the
est, indicating that they were impaired for recognition
emory (Tg2576 nonEE: 50.29  1.42%, 1-sample t test,
 0.84). Remarkably, this deficit was abolished by the
ransient exposure to EE, independent of the time at which
t occurred during animals’ lifespan (Tg2576 EE3m:
9.02 2.60%, p 0.013; Tg2576 EE5m: 57.36 2.42%,
Fig. 4. Enriched housing (EE) restores recognition memory of Tg2576
mice. Recognition memory was tested 48 hours after the presentation of 2
identical objects in an open field. Independent of their housing conditions,
nontransgenic (NTg) animals spent significantly more time exploring the
novel object than the familiar one (** p  0.01 by 2-tailed 1-sample t test
s. hypothetical chance value 50%). In contrast, Tg2576 mice raised in
tandard conditions (nonEE), showed no preference for the novel object
uring the test, indicative of impaired recognition memory. This deficit was
bolished by transient exposure of Tg2576 mice to EE, independent of the
ge of the mice when EE occurred (* p 0.05 and ** p 0.01 by 2-tailed
-sample t test vs. hypothetical value 50% and # p  0.05 by analysis of
ariance between groups). Quantitative values are mean  standard error of
he mean. Numbers in bars are mice numbers. Horizontal dotted line
epresents chance level. 0.016; Tg2576 EE10m: 59.29 2.66%, p 0.007 with q-sample t tests, Fig. 4). The overall beneficial effect of EE
n recognition memory in Tg2576 mice was confirmed by
-way ANOVA (F(3,33)  3.84; p  0.02) and post hoc
nalysis showing that this statement was true whenever EE
ccurred in the animal’s lifespan (Tg2576 nonEE mice vs.
g2576 EE3m, p  0.05; Tg2576 nonEE mice vs. Tg2576
E5m, p  0.05; Tg2576 nonEE mice vs. Tg2576 EE10m,
 0.05 with Newman–Keuls). Thus, exposure of Tg2576
ice to EE before or after the development of AD pathol-
gy induced long-lasting recovery of recognition memory
bilities.
.4. Beneficial effect of early EE on spatial memory
eficit of Tg2576 mice
To determine the effects of APP transgene expression
nd housing conditions on spatial memory, 13-month-old
ice were trained to locate a hidden platform using spatial
ues in the hippocampal-dependent version of the Morris
ater maze (MWM) task. As training progressed, all NTg
ice showed a decrease in their distance swum to reach the
latform (Fig. 5A; ANOVA with repeated measures, effect
f day: F(3,189)  14.67; p  0.0001), with no significant
mprovement due to enrichment (EE: F(3,63)  1.97; p 
.12). The Tg2576 mice also showed overall spatial learn-
ng along training days (day: F(3,120)  3.33; p  0.02),
nd transient exposure to EE had a significant impact on the
istance swum by Tg2576 animals to reach the hidden
latform (Fig. 5B; EE: F(3,40)  6.88, p  0.0008). No-
ably, enriched housing of Tg2576 at 3 months of age
esulted in improved spatial learning abilities during aging,
s demonstrated by shorter distance swum to reach the
idden platform on days 2 and 3 of the training procedure
p  0.05 vs. Tg2576 nonEE). Swim speed across learning
ession was not affected by housing conditions in NTg
F(3,63)  2.55; p  0.05; Supplementary Fig. 1A), nor in
g2576 animals (F(3,40)  1.04; p  0.05; Supplementary
ig. 1B).
Immediately after the last acquisition trial, mice were
ubmitted to a probe test to evaluate short-term spatial
emory. The platform was removed from the water maze
nd mice were allowed to search for the platform for 1
inute. Independent of their housing conditions, all NTg
ice exhibited a preference for the quadrant and annulus
here the platform was located during training. They spent
ignificantly more time in the target quadrant compared
ith chance level (25%) (Fig. 5C; percent time in target
uadrant NTg nonEE: 34.44  11.2%, p  0.002; NTg
E10m: 31.75  12.8%, p  0.034; NTg EE5m: 38.40 
5.2%, p  0.004; NTg EE3m: 36.29  16.7%, p  0.031,
ith 2-tailed 1-sample t tests vs. chance level), indicating
hat NTg mice remembered the overall location of the plat-
orm, independent of their housing condition. Moreover, all
Tg mice but the EE10m group spent more time in the
uadrant where the platform was located than in the other
uadrants (Fig. 5C; NTg nonEE, p  0.003; NTg EE10m,
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1-way repeated measures ANOVA followed by Dunnett’s
tests when appropriate). Analyses of virtual platform cross-
ings during the probe test revealed that all NTg animals
showed a clear preference for the target platform location
(Fig. 5E; NTg nonEE, p 0.003; NTg EE10m, p 0.0001;
NTg EE5m, p  0.0007; NTg EE3m, p  0.0002; 1-way
epeated measures ANOVA followed by Dunnett’s tests
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219L. Verret et al. / Neurobiology of Aging 34 (2013) 211–225during the probe-test, indicating that spatial memory was
rescued (Fig. 5F; 1-way repeated measures ANOVA
Tg2576 EE5m, p  0.002; Tg2576 EE3m, p  0.008).
oticeably, transgenic animals that had been exposed to
nriched housing at the age of 10 months did not show any
reference for the target annulus (Fig. 5F; Tg2576 EE10m,
 0.37 with 1-way repeated measures ANOVA). This
ndicates that exposure to EE after disease onset is unable to
escue spatial memory deficits in Tg2576 mice. As a con-
rol, we ensured that total numbers of virtual platforms
rossings were not different across groups (Supplementary
ig. 1C).
.5. Exposure to EE at young age attenuates amyloid
eposition in Tg2576 mice independent of cognitive
erformances
After completion of the behavioral testing paradigm,
rains were processed for A plaque immunostaining. As
xpected, brain sections of 13.5-month-old NTg mice re-
ained free of amyloid deposits, in contrast to Tg2576 mice
f the same age which exhibited extracellular A-cored
laques in neocortical regions and hippocampus as previ-
usly described (Hsiao et al., 1996; Kawarabayashi et al.,
001; Westerman et al., 2002) (Fig. 6A and B). We then
xamined whether EE exposure at different time points
long AD progression resulted in a change of amyloid
laque load across groups. In the forebrain, we found that
myloid plaque load did not differ significantly between
tandard housed Tg2576 mice and transgenic animals when
nriched at 5 months of age—corresponding to amyloidosis
nset in these mice—or at 10 months of age, an advanced
tage of AD pathology in Tg2576 mice (nonEE: 0.30 
.10%; EE10m: 0.20  0.06%; EE5m: 0.16  0.02% of
forebrain surface; Kruskal–Wallis p  0.039 followed by
nonsignificant Dunn’s test) (Fig. 6A and C). In contrast, the
forebrain area covered by amyloid deposits was reduced in
13.5-month-old Tg2576 mice when they had been enriched
at a younger age (EE3m) (i.e., before amyloidosis onset)
(EE3m: 0.04  0.00%; Tg2576 EE3m vs. Tg2576 nonEE,
p  0.032 by Dunn’s test) (Fig. 6B and C). While the
surface covered by amyloid plaques in the hippocampus of
Tg2576 mice seemed to be reduced following EE exposure
at 3 months of age, this effect did not reach significance,
presence of amyloid  (A) plaques was revealed by immunohistochem-
stry directed against the -amyloid peptide and the plaque load was
quantified in the forebrain of 13.5-month-old Tg2576 mice. (C) The anal-
ysis revealed that the forebrain area covered by plaques was significantly
reduced by transient exposure to EE, specifically when it occurred at the
age of 3 months (* p  0.05 vs. nonEE and vs. environmental enrichment
t 10 months [EE10m] by Kruskal–Wallis and Dunn’s test). Scale bar 
80 m. (D) The hippocampal surface covered by A-immunoreactive
laques was not significantly affected by exposure to EE at all time points
tudied (Kruskal–Wallis p  0.12). Although below significance, these
ata suggest a reduction of amyloid deposition in the hippocampus ofFig. 6. Exposure to environmental enrichment (EE) at young age prevents
g2576 exposed to EE at 3 months of age.
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(Fig. 6D, Kruskal–Wallis p  0.12).
Thus, EE occurring early in the animal’s lifespan is able
to reduce A deposition in the brain over time, whereas
exposure to EE later along AD progression has no signifi-
cant impact on plaque formation. Combined with our find-
ings that exposure to EE at 3 months of age attenuates
AD-related cognitive impairments, these data support the
idea that the presymptomatic period that precedes AD (i.e.,
before Tg2576 mice reach 5 months of age), may represent
a critical time window, during which, the subsequent course
of AD may be modified.
However, despite the fact that EE at 5 months of age did
not reduce amyloid load in 13.5-month-old Tg2576 mice, it
did induce profound beneficial cognitive effects (see
above). These observations support the fact that the amyloid
plaque load is a poor predictor of cognitive performances in
Tg2576 mice, as already suggested by another study
(Westerman et al., 2002). Moreover, these findings also
imply that the beneficial behavioral changes induced by EE
exposure are not sustained by a reduction of amyloid
plaques, at least in the mice exposed to enriched housing at
5 months of age. Instead, it suggests that EE may efficiently
modify the relation between amyloid pathology and the
level of cognitive function.
3.6. Beneficial effects of early EE in Tg2576 mice are not
related to the remodeling of hippocampal circuits
It was recently postulated that high levels of A may
destabilize hippocampal network activity, leading to the
development of compensatory inhibitory neuronal activity
which may in turn, contribute to memory impairments (Pa-
lop and Mucke, 2009; Palop et al., 2007; Verret et al.,
2012). In line with this idea, several AD mouse models have
now been identified with a profound remodeling of their
neuronal hippocampal circuits which may reflect compen-
satory mechanisms to suppress aberrant excitatory neuronal
activity, such as epileptiform activity. Such neuroanatomi-
cal remodeling relies on changes including ectopic expres-
sion of the inhibitory NPY and depletion of the CB in
dentate granular cells (Harris et al., 2010; Minkeviciene et
al., 2009; Palop et al., 2003, 2007). We thus examined
whether Tg2576 mice, which develop high levels of A
with aging, also show remodeling of neuronal hippocampal
circuits. NPY and CB expression levels were quantified in
the dentate gyrus of 13.5-month-old mice raised in standard
housing or transiently exposed to enriched housing at either
3 or 10 months of age.
NPY expression in the molecular layer remained stable
across groups of Tg2576 and NTg control mice, in all
housing conditions (Fig. 7A–D; Kruskal–Wallis p  0.12).
n the granular mossy fibers extending to the CA3 region,
PY expression was not affected by exposure to enrichment
n NTg control mice (Fig. 7A and E). However, in Tg2576
ice, EE held at 10 months of age significantly reducedNPY expression in the mossy fibers compared with nonEE
Tg2576 mice (Kruskal–Wallis p 0.0146; Dunn’s multiple
comparison Tg2576 EE10m vs. Tg2576 nonEE, p  0.05)
(Fig. 7B, C, and E).
Remarkably, examination of individual values revealed
that 6 Tg2576 mice out of 22 that were analyzed showed a
robust ectopic expression of NPY in the mossy fibers, cor-
responding to 27% of the total transgenic mouse population
studied (Fig. 7C and E). Such neuroanatomical features are
typically found in the case of chronic seizures that occur in
the hippocampus (Vezzani et al., 1999). We then investi-
gated to which extent, exposure to EE may prevent such
hippocampal remodeling in Tg2576 mice. We found that an
important proportion of Tg2576 animals with NPY ectopic
mossy fibers labeling belonged to the nonEE (40%, 4 mice
out of 10) and EE3m (33%, 2 mice out of 6) groups.
Interestingly, the group of transgenic mice enriched late
along the progression of the pathology (Tg2576 EE10m)
was devoid of animals exhibiting such ectopic NPY labeling
in the mossy fibers (0%; 0 mice out of 6), suggesting that
exposure to EE after AD onset may dampen the remodeling
of hippocampal neuronal circuits.
We also found that CB expression in the granular cell
layer was not different in Tg2576 mice compared with NTg
controls, independent of their housing conditions (Supple-
mentary Fig. 2; Kruskal–Wallis p  0.20). Altogether our
data suggest that like other hAPP mouse models of AD, the
widely used Tg2576 mice are able to develop aberrant
excitatory network activity, such as seizure, along with age
and disease progression. We cannot exclude that alterations
in NPY and CB hippocampal expression as seen in other
AD mouse models, may occur more severely in Tg2576
mice at later stages of the disease, when A burden in-
creases (Kawarabayashi et al., 2001).
4. Discussion
This study was designed to examine the effects of expo-
sure to EE of AD mice models at different time periods
along the disease progression. We found that Tg2576 mice
that were exposed to EE before amyloid onset (at 3 months
of age) and returned to their home cage for over 7 months,
showed preserved spatial memory and reduced amyloid
deposition at 13–13.5 months old, when nonenriched
Tg2576 littermates showed dramatic memory deficits and
amyloid plaque load. These findings reveal the preventive,
neuroprotective, and long-lasting effects of early life stim-
ulating experience on AD pathology in mice and likely
reflect the capacity of EE to efficiently stimulate the cog-
nitive reserve.
Interestingly, the beneficial effects of EE on memory
performances appeared more limited when transgenic mice
were submitted to EE later during the symptomatic mani-
festation of AD (i.e., after amyloid deposition and memory
deficit onset; 10 months of age). In agreement with previous
c221L. Verret et al. / Neurobiology of Aging 34 (2013) 211–225studies using either the same or different mouse models of
AD but a different timing for mice exposure to EE (Görtz et
al., 2008; Richter et al., 2008), we showed that EE effi-
ciently reduces some behavioral abnormalities typical of
AD mice models such as hyperactivity, behavioral disinhi-
bition, and reduced risk assessment (Cotel et al., 2012;
Fig. 7. Hippocampal expression pattern of neuropeptide Y (NPY) can
immunoreactivity (IR) were quantified in the hippocampus of 13.5-month
illustrating the labeling of NPY-IR fibers in the dentate gyrus molecular lay
staining revealed ectopic NPY overexpression in the MF of several Tg2576
remained comparable with control NTg nonEE mice, for all genotypes and
found between groups of NTg animals. Interestingly, NPY expression i
scatterplot representation. Analysis of the individual values indicates that a
mice, and that these values remain within an average range (corresponding
NPY expression exceeding this range and identifiable by the presence of
Interestingly, EE at 10 months of age (EE10m) in Tg2576 mice significan
ell layer. Scale bar  250 m.Gil-Bea et al., 2007). Exposure to EE at 10 months of agealso seemed to restore a normal reaction to novelty (i.e.,
hyperactivity and elevated plus maze data), which may have
contributed to memory improvement seen in the novel ob-
ject recognition task where mice have to discriminate be-
tween a novel and a familiar object (Ennaceur et al., 1997;
Gaskin et al., 2003). Therefore, troubled attentional pro-
odulated by enriched housing (EE) in Tg2576 mice. Levels of NPY
2576 and nontransgenic (NTg) animals. (A, B, and C) Photomicrographs
) and the mossy fibers (MF) of NTg (A) and Tg2576 (B and C) mice. The
hile seen only in a single NTg animal. (D) In the ML, expression of NPY
g conditions. (E) In the MF, no significant change of NPY expression was
F demonstrated a strong interindividual variation as illustrated by the
ity of animals exhibit levels of NPY comparable with control NTg nonEE
gray area). However, some individuals, mostly Tg2576, present levels of
st ectopic expression of NPY in the MF traveling toward CA3 (see C).
ced levels of NPY in the MF (* p  0.05). Abbreviation: GCL, granularbe m
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during the acquisition phase in this task. In more demanding
tasks such as spatial navigation in the MWM, late EE was
inefficient to rescue memory function. Moreover, these
tasks are supported by distinct brain structures which are
differentially targeted by amyloid deposition in 13.5-month-
old Tg2576 mice. Indeed, while spatial memory in the water
maze requires intact hippocampus functioning, object rec-
ognition relies on the striatum and infralimbic areas, brain
regions that are spared at this age in Tg2576 mice. Even if
environmental stimulations at an advanced stage of the
amyloid pathology exert some beneficial effects, they are
unable to trigger the full range of brain changes which may
provide the groundwork for cognitive improvements in
Tg2576 mice. Thus, stimulating mental and physical activ-
ity in AD patients and healthy elderly should not be under-
estimated but rather be considered as a potential therapeutic
strategy for public health interventions. The question of the
relative contribution of these social, physical, and cognitive
components to cognitive and neuronal protection may be
raised. Although not evaluated in our study, recent work
highlights that the combination of physical, sensory, and
social activities to which mice are exposed is required to
trigger the beneficial effects of EE (Cracchiolo et al., 2007).
In particular, these authors found that enhanced cognitive
activity, more than that provided by social and/or physical
activities, seems necessary to protect against cognitive im-
pairment in AD mice. These data underline the necessity to
take into consideration the diverse components of EE, in
order to design efficient rehabilitation programs for AD
patients.
Paralleling these cognitive improvements, we report that
exposure to EE before the onset of amyloid deposition led to
a modest but significant reduction of the amyloid plaque
load in the forebrain of transgenic animals 8 months after
the end of EE. Noticeably, the A plaque burden is low in
3.5-month-old Tg2576 and will substantially increase from
his age on (Kawarabayashi et al., 2001), suggesting that
his protective effect might be emphasized over time. Our
tudy showed no correlation between A burden and cog-
nitive performance in 13–13.5-month-old Tg2576 mice ar-
guing that the beneficial effects of EE on behavior do not
rely on the reduction of amyloid deposition. In support of
that, we found that transgenic mice enriched at 5 months of
age showed cognitive improvement in specific behavioral
tasks whereas they displayed A levels identical to standard
housed behaviorally impaired Tg2576 mice. Nevertheless, it
is remarkable that exposure to EE during a limited period
preceding amyloid deposition onset is sufficient to durably
impact the formation of extracellular amyloid plaques. This
effect might even be amplified at an older age, when the
plaque burden is more important. More than a measure of
the amyloid pathology per se, the reduction of amyloid
plaque load may reflect functional brain-wide changes trig-
gered by intense environmental stimulations occurring at an rage when the brain is highly plastic. Such changes are likely
to result from modifications in the biochemical pathways
underlying APP expression, APP processing, A oligomer-
zation or aggregation, A clearance, or degradation. In line
with this idea, previous studies demonstrated that EE hous-
ing of TgCRND8 mice led to an upregulated expression of
molecules involved in greater clearance and reduced aggre-
gation of A (Adlard et al., 2005; Ambrée et al., 2006).
urthermore, the fact that we observed beneficial behavioral
hanges in mice exposed to enriched housing at 5 months of
ge, without a reduction of amyloid plaques, implies that the
ransient exposure to EE is sufficient to modify the relation
f amyloid pathology to level of cognitive function. This
bservation is strongly supportive of the increasingly em-
loyed concept of cognitive reserve which explains the
ifference between the predicted and the observed perfor-
ance of an individual for a given level of brain pathology
Reed et al., 2010; Stern, 2009).
In the past, it has been reported that EE triggers a wide
pectrum of neurobiological changes, acting at systemic,
ellular, and molecular levels. Indeed, changes such as in-
reased expression of growth factors (Rossi et al., 2006),
odulation of neurotransmitter systems (review in Mora et
l., 2007), regulation of genes linked to neuronal structure,
ynaptic plasticity, and transmission (Rampon et al., 2000a),
r epigenetic regulation of gene transcription (review in
rai and Feig, 2011) may contribute to the beneficial effects
f EE on behavior and cognition. Interestingly, we report
ere that a subset of transgenic mice demonstrated a robust
ctopic expression of NPY in the mossy fibers, indicating
ome remodeling of neuronal circuit in the dentate gyrus of
3.5-month-old Tg2576 mice. This alteration of the hip-
ocampal circuit can be triggered by generalized epileptic
ctivity (Marksteiner et al., 1990; Vezzani et al., 1999) and
as been characterized as a compensatory inhibitory mech-
nism in different epileptic models, because it can amelio-
ate neuronal overexcitation. According to this idea, it is
oticeable that Tg2576 mice display spontaneous seizure
ctivity in the original FVB/N mouse background (Hsiao et
l., 1995). In addition, Tg2576 mice in the C57BL/6 mouse
ackground exhibit audiogenic seizures (Westmark et al.,
010) and show increased susceptibility to pentylenetetra-
ol-induced seizures (Westmark et al., 2008), illustrating
hat Tg2576 mice have a propensity for network hyperex-
itability. Several lines of evidence have recently suggested
hat the presence of A induces inhibitory compensatory
esponses in the hippocampal circuit to counteract imbal-
nces in the network activity observed in other mouse mod-
ls of AD (Harris et al., 2010; Minkeviciene et al., 2009;
alop et al., 2007) and in AD patients (Palop and Mucke,
009). Although these compensatory mechanisms may
amper aberrant increases in network activity, they may
lso interfere with normal neuronal and synaptic functions
equired for learning and memory. Here we report no aber-
ant hippocampal remodeling in any of the Tg2576 mice
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223L. Verret et al. / Neurobiology of Aging 34 (2013) 211–225that were recently exposed to EE, in contrast to mice housed
in standard conditions (nonEE) or exposed to environmental
stimulations at a younger age (EE3m). These observations
suggest a short-lasting effect of EE on aberrant hippocampal
remodeling in this group of mice. Finally, in contrast to
other mouse models of AD reported so far (Harris et al.,
2010; Minkeviciene et al., 2009; Palop et al., 2003), Tg2576
mice displayed an intact expression of CB in dentate gran-
ule cells, at least at the age studied.
Because human studies are based on sporadic cases of
AD, the beneficial effects of environmental stimulation ob-
served in epidemiological studies could be attributable to
both, protection from the occurrence of the disease (reduced
probability to develop AD) and resistance to the effect of
AD neuropathological lesions. In contrast, we used Tg2576
mice which carry multiple copies of the human APP gene
bearing the Swedish mutations and therefore, are geneti-
cally conceived to develop AD with aging. Thus, Tg2576
mice mimic familial early cases of the disease rather than its
sporadic forms. Although its precise mechanism is still
poorly understood, the presence of the human APP mutated
form leads to A accumulation in the brain, as a conse-
quence of an altered homeostasis between protein synthesis,
aggregation rate, and/or clearance. As a general rule, when
the disease has begun, Tg2576 transgenic mice develop
large amounts of APP/A associated with characteristic
europathological lesions (Hsiao et al., 1996). However, at
given age, all transgenic animals will not exhibit similar
ehavioral abnormalities; for instance, a small proportion of
ery old Tg2576 mice will possess abundant plaques but
inimal cognitive deficits (Westerman et al., 2002), remi-
iscent of cognitively intact humans with abundant plaques
t death (Schneider et al., 2007). These interindividual dis-
repancies between inbred animals sharing the same ge-
ome highlight the major role of experience-dependent
echanisms in the behavioral expression of amyloid pathol-
gy. Manipulating the complexity of the social, cognitive,
nd sensory environment is undoubtedly a means to set up
nd enhance innate compensatory mechanisms able to coun-
eract the supposedly inexorable disease. In conclusion, the
resent work demonstrate that findings from epidemiologi-
al studies indicating that education, mental, and physical
ctivities at an early age may later provide protection
gainst the expression of the clinical symptoms of AD can
e reproduced in mice models of AD. Thus, our report
rovides a fundamental basis that will allow addressing
nsights into the cellular and molecular aspects of brain
ognitive reserve.
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Supplementary data 
 
Supplementary Fig. 1. Swim speed and total numbers of platform crossing during spatial memory 
testing were not affected by environmental enrichment (EE) exposure. (A and B) Housing conditions 
did not significantly impact swim speed during learning in the Morris water maze in nontransgenic 
(NTg) (A; F(3,63) = 2.55; p > 0.05) nor in Tg2576 animals (B; F(3,40) = 1.04; p > 0.05). (C) Total 
numbers of crossings of the 4 virtual platforms during the probe test in the Morris water maze were 
not different among groups of animals, independent of exposure to EE or genotype. 
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Supplementary Fig. 2. Calbindin expression in the dentate granular cells was not affected by 
amyloidogenesis and remained stable in Tg2576 mice independent of enrironmental enrichment (EE) 
exposure. (A and B) Levels of calbindin (CB) immunoreactivity (IR) were quantified in the molecular 
layer of 13.5-month-old nontransgenic (NTg) (A) and transgenic Tg2576 (B) animals. (C) No change 
in CB expression was observed in transgenic animals relative to NTg control littermates, in any 
housing condition (Kruskal–Wallis p = 0.2). Abbrevitions: GCL, granular cell layer; ML, molecular 
cell layer. Scale bar = 300 μm. 
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2.  Résultats Complémentaires  
Afin de compléter cette étude, nous avons examiné si la baisse de l’étendue des plaques 
amyloïdes pouvait être due à un changement de nature du peptide amyloïde, en regardant si cette 
diminution était accompagnée d’une modification de la concentration cérébrale en Aβ1-40 et Aβ1-42.  
Le précurseur du peptide amyloïde (l’APP) est clivé par la β et la γ-sécrétase libérant du peptide 
Aβ soluble, mais capable de s’agréger. L’agrégation du peptide Aβ génère différentes formes 
d’oligomères jusqu’à la formation des plaques amyloïdes dans le cerveau : on trouve d'abord de l’Aβ 
sous formes solubles, monomériques, puis oligomériques, fibrillaires, et enfin sous la forme 
d’agrégats, etc… (Shankar et al., 2009). Selon l’hypothèse amyloïde, ce peptide Aβ serait à l’origine 
des dysfonctionnements synaptiques et cognitifs aux stades précoces de la pathologie (Selkoe, 2002). 
Au cours de la formation des plaques, l’Aβ présente des états et des propriétés neurotoxiques 
différents selon les modèles, mais il semblerait que ces sont les formes oligomérisées qui seraient les 
plus neurotoxiques par rapport aux plaques (Lesne et al., 2006; Shankar et al., 2008; Walsh et al., 
2002a). À l’origine des ces formes, le clivage du précurseur de la protéine β-amyloïde génère du 
peptide β-amyloïde de 40 ou 42 acides aminés, d’abord libérés sous forme circulante, puis qui vont 
s’agréger. Les deux formes diffèrent par leur potentiel d’agrégation : le peptide Aβ1-42 s’oligomérise 
plus facilement, et semble être le plus impliqué dans la formation et donc dans la toxicité des agrégats 
amyloïdes (Bitan et al., 2003; Mucke et al., 2000). Il a notamment été montré que le ratio des protéines 
Aβ1-42/Aβ1-40 dans l’hippocampe peut être modifié avec l’âge (Shankar et al., 2009), et notamment 
chez les souris Tg2576 pour lesquelles il augmente à partir de l’âge de 6-7 mois (Jacobsen et al., 2006; 
Kawarabayashi et al., 2001).  
L’EE a montré des effets contradictoires sur les taux d’Aβ. Par exemple, il induit une baisse de 
l’étendue des plaques et de la quantité d’amyloïde dans le cerveau chez certains modèles murins de la 
MA (Cracchiolo et al., 2007; Lazarov et al., 2005), mais il peut également induire l’effet inverse avec 
une augmentation de la surface des plaques (Jankowsky et al., 2003; Jankowsky et al., 2005). L’EE est 
également capable d’influencer la nature du peptide amyloïde. Selon les modèles et le protocole 
d’exposition à l’EE, la proportion d'Aβ42 est augmentée (Jankowsky et al., 2003; Jankowsky et al., 
2005), maintenue stable (Ambree et al., 2006) ou bien diminuée (Lazarov et al., 2005; Mirochnic et 
al., 2009). Les origines des ces divergences de résultats peuvent être multiples. L’utilisation de 
différents modèle murins de MA ou encore l’âge et la durée d’exposition à l’EE peuvent en être la 
cause. Par exemple, si l’EE à lieu après le début de la formation des plaques amyloïdes denses, on peut 
penser qu’il aura peu d’effet sur la composition et l’étendue des plaques. À l’inverse, si l’EE à lieu 
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avant la formation des plaques, il pourrait avoir un impact sur le métabolisme et la clairance du 
peptide amyloïde. L’idée selon laquelle la réduction des plaques amyloïdes serait due à la baisse de 
proportion d’Aβ42 n'a pas été démontrée. Par exemple, Herring (Herring et al., 2011) suggère qu'une 
exposition précoce ou tardive à l’EE diminue la quantité de plaques amyloïdes du cerveau des souris 
modèles de la MA (modèle TgCNRD8), mais que l’enrichissement tardif ne diminue pas la proportion 
d’Aβ42. De plus, il est connu que l'activité neuronale peut augmenter la libération d'Aβ au niveau 
synaptique (Cirrito et al., 2005; Kamenetz et al., 2003). L'EE pourrait donc avoir un effet 
neuroprotecteur par la mise en place d'une réserve cérébrale, mais selon les conditions 
d'enrichissement et d’activité cérébrale, avoir un effet variable sur les marqueurs histopathologiques. 
C'est probablement pour cela que les données de l’EE sur le métabolisme amyloïde et la formation des 
plaques amyloïdes restent controversées (Arendash et al, 2004 ; Cracchiolo et al, 2007, Mirochnic et 
al, 2009 ; Jankowsky et al, 2003). Il est possible que l’activité neuronale et les stimulations induites 
par l’EE favorisent la production d’Aβ au niveau synaptique, et augmentent ainsi la quantité de 
plaques amyloïdes ou la quantité d’Aβ42. Ainsi les variations entre les résultats pourraient être dues 
aux conditions d’enrichissement, aux différents modèles de la MA et à l’âge des animaux. Afin de 
comprendre d’avantage l’impact de l’EE sur la voie de l’amyloïde dans notre étude, nous avons 
poursuivi ce travail en examinant l’effet de l’EE sur le ratio Aβ42/Aβ total par la technique d’ELISA, 
dans l’hippocampe des souris Tg2576 enrichies à l’âge de 3 ou 10 mois par rapport aux animaux 
transgéniques non-enrichis. 
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Figure S1. L’exposition à l’EE des souris Tg2576 âgées augmente la proportion d’AB42 dans 
l’hippocampe.  
 
Les quantités d’Aβ42 et d’Aβ40 dans les extraits d’hippocampes des souris Tg7576 de 13,5 
mois ont été évaluées par la technique d’ELISA (Figure S1). L’analyse statistique indique que le 
pourcentage d’Aβ42 par rapport à la quantité totale d’Aβ (Aβ40 et Aβ42) est significativement plus 
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élevé chez les souris exposées à l’EE à l’âge de 10 mois (*p<0.05 vs les nonEE et vs les EE3m, test de 
Tukey), mais que l’enrichissement précoce (3m) ne modifie pas cette proportion. 
3.  Discussion 
Dans cette étude, nous avons examiné les effets de l’exposition à l’EE chez un modèle de souris 
MA à des périodes différentes le long de la progression de la maladie. Les souris Tg2576 exposées à 
l’EE bien avant le début de l’agrégation du peptide Aβ en plaques (à l’âge de 3 mois), et remises en 
cage standard de laboratoire durant plus de 7 mois, présentent une amélioration de la mémoire spatiale 
et un dépôt amyloïde réduit à 13 mois par rapport aux souris Tg2576 non enrichies. On peut imaginer 
que cet effet préventif de l’EE sur la charge amyloïde pourrait résulter de modifications dans les voies 
biochimiques qui modulent l’expression de l’APP (la production, l’oligomérisation et l’agrégation, la 
clairance). Les effets bénéfiques de l’EE sur les performances de la mémoire semblent plus limités 
lorsque les souris transgéniques ont été exposées à l'EE tardivement, lors de l’apparition des 
symptômes de la MA. Cependant l’exposition à l’EE tardivement n’est pas sans effet car il atténue 
efficacement d’autres anomalies comportementales typiques des souris modèles souris de la MA telles 
que l’hyperactivité, la désinhibition comportementale et l’évaluation des risques. Ceci n’est pas 
accompagné d’une baisse de l’étendue des plaques, confirmant le manque de corrélation entre les 
plaques amyloïdes et les déficits comportementaux. 
Afin d’apporter des arguments permettant d’expliquer la baisse de l’étendue des plaques 
amyloïdes par l’EE, une expérience complémentaire de dosage du peptide amyloïde dans ses formes 
de 40 et 42 acides aminés a été réalisée afin d’évaluer si le ratio Aβ42/Aβ total variait selon 
l'exposition à l'EE. Nos données indiquent que les effets bénéfiques de l'EE précoce sur le 
comportement et l'étendue des plaques amyloïdes ne sont pas associés à une variation de ce ratio. Il est 
possible que dans notre étude l'EE ne modifie pas le métabolisme de l'APP, et donc la composition des 
plaques amyloïdes. En revanche, nous pouvons envisager qu'il induise des mécanismes de clairance et 
d'élimination de l'Aβ ayant pour conséquence une diminution de la quantité globale d'Aβ agrégé. De 
manière surprenante, la proportion de la forme d'Aβ42 par rapport à l’Aβ total est significativement 
augmentée chez les souris exposées tardivement à l'EE, alors que ces souris ne présentent pas 
d'augmentation de la surface du cerveau occupée par les plaques amyloïdes. Le fait que les souris de 
ce groupe aient séjourné dans l’EE très peu de temps avant l’analyse biochimique, et donc qu’elles 
aient eu une intense activité cérébrale et cellulaire récente, pourrait être à l'origine d'une augmentation 
du métabolisme de l'Aβ. En effet, des études ont montré que l’activité cérébrale (in vivo), et l’activité 
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cellulaire (in vitro) augmentent la production de peptide amyloïde (Cirrito et al., 2005; Kamenetz et 
al., 2003). Malgré le manque de corrélation entre la surface des plaques amyloïdes ou la quantité 
d’Aβ42 et les données comportementales, il semble évident que l'environnement a un rôle important 
dans le métabolisme de ce marqueur de la MA. Par la suite, nous envisageons d’évaluer si les 
quantités des formes oligomériques solubles (considérées comme toxiques) d’amyloïde sont modulées 
par l’enrichissement environnemental.  
Nous avons également recherché des médiateurs cellulaires de l’effet bénéfique de l’EE. Nous 
avons montré, comme dans l’étude précédente, qu’une sous-population de souris transgéniques âgées 
de 13 mois présente une forte expression ectopique de NPY dans les fibres moussues. Cette expression 
anormale du NPY dans les fibres moussues est caractéristique d’une activité épileptique généralisée 
(Vezzani et al., 1999). Celle-ci pourrait être impliquée dans la perturbation des fonctions normales 
neuronales et synaptiques nécessaires à l’apprentissage et la mémoire (Gilbert et al., 2000; Lin et al., 
2009; Redrobe et al., 1999). Notre étude montre que l’exposition à l’EE à un âge tardif semble 
atténuer ce marqueur de dysfonctionnement neuronal.  
Ces résultats soulignent les effets préventifs, neuroprotecteur, et de longue durée sur la 
pathologie chez la souris et reflètent probablement la capacité de l’EE à stimuler efficacement la 
réserve cognitive. Nos résultats mettent ainsi en évidence la notion de « période sensible » au cours de 
la vie de l’animal, pendant laquelle l’effet de l’EE sur la capacité à mobiliser la réserve cognitive est 
plus important. 
En conclusion, cette étude montre qu’il est possible de reproduire chez des souris modèles de la 
MA les résultats obtenus par les études épidémiologiques sur l’Homme, qui indiquent que l’éducation 
et l’activité physique/mentale à un âge précoce peuvent protéger contre l’expression des symptômes 
cliniques de la MA. Ainsi, ce modèle de récupération fonctionnelle chez les souris modèles de la MA 
par un enrichissement environnemental permet d’ouvrir des perspectives de recherche sur les 
médiateurs neurobiologiques de la réserve cognitive. 
Parmi les médiateurs possibles, il a été rapporté que l’EE déclenche un large éventail de 
modifications neurobiologiques du cerveau, agissant aux niveaux systémiques, cellulaires et 
moléculaires. En effet, des changements tels que l’augmentation de l’expression de facteurs de 
croissance (Rossi et al., 2006), la régulation des gènes liés à la structure neuronale, la plasticité et la 
transmission synaptique (Rampon and Tsien, 2000), ou encore les régulations épigénétiques des gènes 
(pour revue, Arai et Feig 2011) sont susceptibles de contribuer aux effets bénéfiques de l’EE sur le 
comportement et la cognition. Il a notamment été montré que des modifications épigénétiques peuvent 
être induites pas l’environnement et peuvent avoir un effet à long terme (Arai and Feig, 2011; Fischer 
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et al., 2007). Il serait donc intéressant de rechercher de tels médiateurs cellulaires et moléculaires de 
l’effet bénéfique de l’EE sur les processus mnésiques que nous avons observés. Des expériences 
préliminaires ayant pour objectifs de rechercher les modifications épigénétiques qui pourraient être 
induites par l’EE ont déjà été lancées. Nous pensons que l’EE précoce induit des modifications 
épigénétiques sur des gènes dans l’hippocampe, régulant ainsi l’expression de gènes impliqués dans 
les processus mnésiques (protéines de plasticité, neurogenèse) à l’origine de la réserve cérébrale. 
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IV. Discussion et conclusion 
La maladie d’Alzheimer est une pathologie complexe, affectant le fonctionnement cérébral et 
les performances mnésiques et cognitives des personnes atteintes. À l'heure actuelle, le diagnostic et 
les traitements disponibles restent peu satisfaisants alors que le poids sociétal de cette maladie grandit. 
Afin de mieux comprendre l’installation des dysfonctionnements cérébraux, l’origine des troubles 
mnésiques de la pathologie, et de rechercher des moyens de prévention, davantage d’études doivent se 
concentrer sur les mécanismes initiaux de la maladie. De nombreux facteurs sont suspectés dans 
l’étiologie de la MA (gène de l’ApoE, les traumatismes crâniens, les métaux…), et de nombreuses 
études épidémiologiques ont montré que l’environnement aurait un rôle crucial dans son 
développement. Des facteurs comme l’éducation, les activités cognitives et sociales au cours de la vie 
semblent assurer une certaine protection contre le développement de la maladie et retarder 
l’expression de ses symptômes (Friedland et al., 2001; Petrosini et al., 2009; Stern, 2009). L’hypothèse 
de la réserve cognitive implique que les personnes ayant une activité mentale soutenue au cours de 
leur vie développent des connections neuronales plus robustes et plus élaborées. Elles peuvent ainsi 
supporter un plus grand nombre de dommages pathologiques avant de succomber à la maladie. Il a par 
exemple été montré par imagerie cérébrale que des patients âgés ayant développé une forte réserve 
cognitive vont être capables de développer des stratégies compensatoire des déficits en recrutant 
différents réseaux neuronaux pour rappeler une information (Stern et al., 2000). Ainsi, au lieu de 
focaliser les recherches sur des traitements thérapeutiques visant la maladie déjà installée avec des 
dommages cérébraux avancés, développer des modèles mimant l’effet de l’environnement permettrait 
d’étudier les médiateurs biologiques de la réserve cognitive. Ceux-ci pourraient par la suite être la 
cible de traitements.  
Pour avancer dans cette voie, une meilleure connaissance de l’évolution de la pathologie avec 
l’âge et de l’effet de l’environnement à différents âges est nécessaire. Nos travaux ont donc consisté à 
caractériser les altérations cellulaires et comportementales survenant au cours du vieillissement chez 
un modèle de la MA. Pour cela, nous avons choisi de travailler sur un des nombreux modèles murins 
existant, les souris Tg2576, qui portent la mutation humaine de l’APP (protéine précurseur de 
l’amyloïde). De nombreuses lignées de souris transgéniques portant des mutations observées chez 
l’Homme (gènes de l’APP ou de PS1 par exemple) ont été créées afin d’étudier le développement de 
la MA et d’expérimenter des traitements thérapeutiques. Nous avons choisi de travailler sur ce modèle 
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car les souris développent la pathologie amyloïde progressivement avec l’âge, mimant ainsi des 
caractéristiques pathologiques de la MA. La première partie de nos travaux a permis de décrire des 
atteintes cellulaires au niveau de l’hippocampe qui pourraient participer à son dysfonctionnement. 
Dans un deuxième temps, notre objectif a été de mettre au point chez une souris modèle de la MA un 
modèle de réserve cognitive qui reproduise l’effet protecteur de l’environnement sur le risque de 
développer la MA, effet qui est observé chez l’Homme. Pour cela, les souris Tg2576 ont été exposées 
à l’environnement enrichi (EE) afin de stimuler leur réserve cognitive et induire un effet pro-mnésique 
et neuroprotecteur lors du vieillissement et la survenue de la MA. L’analyse des cerveaux des souris 
exposées à l’EE permettront par la suite de rechercher des médiateurs cellulaires de la réserve 
cognitive. 
 
Phases précoces de la MA et création d’une réserve cognitive 
Nous avons montré qu’il était possible de stimuler la réserve cognitive chez ces souris en 
exposant les animaux à un milieu sensoriellement et socialement stimulant (l’environnement enrichi). 
Lors de cette étude décrite dans le chapitre 2 des Résultats, la question suivante s’est posée : à quel âge 
l’exposition doit avoir lieu pour induire une réserve cognitive pouvant maintenir les fonctions 
cognitives des mois plus tard ? Pour y répondre, nous avons soumis les souris Tg2576 à l’EE durant 
10 semaines, à l’âge de 3, 5 ou 10 mois, puis une étude comportementale a été réalisée une fois que les 
souris étaient âgées de 13 mois. Dans notre étude, le séjour en environnement enrichi, lorsqu’il 
survient chez l’animal jeune adulte (âgé de 3 mois) avant l’apparition de la maladie, limite la 
formation de plaques séniles dans le télencéphale et permet de maintenir les fonctions cognitives. En 
effet, les souris présentent des capacités mnésiques (mémoire spatiale) et comportementales 
(hyperactivité, anxiété) restaurées, comparables à celles des souris non transgéniques du même âge. 
Ces résultats suggèrent donc le fort potentiel protecteur de l’environnement.  
Nous avons également mis en évidence une période critique dans le développement de la 
maladie : chez des animaux jeunes, la pathologie induit des atteintes discrètes visibles dès l’âge de 3 
mois qui pourraient contribuer au dysfonctionnement hippocampique et aux déficits mnésiques. Cette 
idée de précocité de l’installation de la MA est en accord avec quelques études réalisées avec des 
souris Tg2576 (D'Amelio et al., 2011; Jacobsen et al., 2006; Lee et al., 2012). Dans ces dernières, les 
souris montrent un défaut de plasticité synaptique, un dysfonctionnement mitochondrial dans 
l’hippocampe, ainsi que des premiers troubles mnésiques détectables dès 3-4 mois grâce au test de 
conditionnement de peur au contexte. Nos résultats indiquent que ce stade est particulièrement 
sensible à l’influence environnementale. Au cours de cette thèse, nous avons également identifié des 
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atteintes neurogéniques. La neurogenèse adulte est un mécanisme sensible au fonctionnement 
cellulaire local et son altération pourrait refléter des atteintes subtiles qui pourraient apparaître tôt dans 
le développement de la MA. De plus, les nouveaux neurones formés contribuent au fonctionnement 
neuronal de l’hippocampe et sont impliqués dans les processus mnésiques. Nous avons montré que dès 
l’âge de 3 mois, et malgré une prolifération importante, les nouveaux neurones ne survivent pas, 
probablement à cause d’un défaut de maturation. L’augmentation de la prolifération pourrait être un 
moyen de compenser la perte des nouveaux neurones n’ayant pas survécu. Ce défaut de maturation des 
nouveaux neurones suggère que le milieu cellulaire environnant n’est pas propice à leur 
développement. Les souris Tg2576 pourraient donc mimer à l’âge de 3 mois les phases très précoces 
de la MA. Ces résultats montrent que des altérations précoces surviennent durant les phases 
asymptomatiques et peuvent être la cible de traitements. Grâce à l’environnement enrichi, nous avons 
donc mis au point un paradigme expérimental permettant d’induire une protection contre l’expression 
des symptômes cognitifs de la MA. Afin de comprendre les mécanismes au niveau cellulaire de l’effet 
bénéfique de l’EE, nous nous sommes ensuite intéressés à la quantité de peptide amyloïde. 
 
Manque de corrélation entre la présence de peptide amyloïde et les performances mnésiques, et 
effets contradictoires de l’EE 
Parallèlement aux améliorations cognitives, l’exposition à l’EE avant l'apparition des dépôts 
amyloïdes conduit à une réduction modeste, mais significative, de la charge en plaques amyloïdes dans 
le télencéphale des animaux transgéniques 8 mois après la sortie de l’EE. Toutefois, notre étude n’a 
montré aucune corrélation entre la charge Aβ et les performances cognitives chez les souris Tg2576 
âgées de 13 mois, suggérant ainsi que les effets bénéfiques de l’EE sur le comportement ne 
reposeraient pas sur la réduction des dépôts amyloïdes. D’ailleurs, chez l’Homme, la présence de 
plaques amyloïdes ne permet pas d’expliquer les déficits cognitifs, le nombre de plaques séniles ne 
corrélant pas avec le degré de sévérité de la démence (Schneider et al., 2007; Terry et al., 1991) et des 
études in vivo ont montré que la progression du déclin cognitif serait indépendante de l’accumulation 
du peptide amyloïde (Rabinovici and Jagust, 2009). Il est néanmoins intéressant de remarquer que 
l’exposition à l’EE au cours d’une période précédant l'apparition des dépôts amyloïdes est suffisante 
pour avoir un impact durable sur la formation des plaques amyloïdes plusieurs mois après. Les 
stimulations environnementales intenses s’étant produites à un âge où le cerveau est encore très 
plastique, elles pourraient induire des régulations dans les voies biochimiques qui modulent 
l’expression de l’APP : les dérivés de l’APP, l’oligomérisation, l’agrégation, la clairance ou la 
dégradation de l’Aβ. Dans la littérature, les résultats concernant les marqueurs histopathologiques chez 
les souris modèles de la MA (souris APP/PS1d9, TgCNRD8) exposées à un EE, comme les dépôts 
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amyloïdes, sont controversés. En effet, des études ont montré des améliorations cognitives et 
mnésiques, ou bien l’induction de processus cellulaires pro-mnésiques, en association avec une 
diminution de la charge amyloïde (Cracchiolo et al., 2007; Lazarov et al., 2005), une absence de 
variations de la charge amyloïde (Arendash et al., 2004; Wolf et al., 2006), ou encore une 
augmentation de la charge amyloïde (Jankowsky et al., 2003; Jankowsky et al., 2005). Une étude 
récente a même démontré des effets négatifs de l’EE chez un modèle transgénique de la MA (souris 
APP/PS1Ki), c'est-à-dire une aggravation de la dégénérescence axonale, et aucun effet bénéfique sur 
la perte neuronale, les dépôts amyloïdes et la mémoire de travail (Cotel et al., 2012). Ces résultats 
suggèrent que les effets bénéfiques de l’EE sont probablement indépendants de l’accumulation de 
dépôts amyloïdes, et insistent sur le manque de corrélation entre la quantité d’Aβ et les déficits 
mnésiques. Nous avons examiné si la baisse de l’étendue des plaques amyloïdes pouvait être due à un 
changement de nature du peptide amyloïde, en regardant si cette diminution était accompagnée d’une 
modification de la teneur en Aβ1-40 et Aβ1-42. La baisse de l’étendue des plaques amyloïdes n’est 
pas associée à un changement de nature du peptide amyloïde car nous avons observé que la proportion 
d’Aβ1-42 par rapport à l’Aβ total n’est pas modifiée chez les souris exposées à l’EE à l’âge de 3 mois. 
Une expérience complémentaire par immunohistochimie a été initiée (en collaboration avec Myriam 
Ly et Benoît Delatour) afin d’évaluer si les souris présentaient une baisse de la charge en oligomères 
de peptide Aβ. En effet, les formes oligomériques sont de plus en plus suspectées d’être à l’origine des 
altérations cellulaires et cognitives (Lesne et al., 2006 ; Shankar et al., 2009). Les résultats 
préliminaires semblent montrer une baisse de la quantité de peptides oligomériques dans l’hippocampe 
chez les souris exposées à l’EE à l’âge de 10 mois, cette baisse devenant significative pour les souris 
exposées à l’EE à 3 mois. Cette étude reste à approfondir, et nous permettra d’évaluer si l’amélioration 
des performances cognitives chez les souris Tg2576 exposées à l’EE corrèle avec une diminution des 
formes oligomériques dans le cerveau. 
Les effets mitigés ou contradictoires de l’enrichissement environnemental sur le déclin cognitif 
et sur les marqueurs histopathologiques peuvent être justifiés par les différences entre les modèles 
murins de la MA, qui pour certains développent des formes agressives induisant une pathologie très 
précoce. C’est le cas, par exemple, des souris APP/PS1Ki pour lesquelles les dépôts amyloïdes et les 
déficits cognitifs débutent très tôt, avec une détérioration très rapide (Bayer and Wirths, 2008). A 
l’inverse, d’autres modèles à progression plus lente comme les souris Tg2576 ne montrent une 
accumulation des plaques amyloïdes que vers l’âge de 12-13 mois (Kawarabayashi et al., 2001). Une 
autre différence primordiale entre notre paradigme expérimental et celui des études précédentes est 
l’âge d’exposition à l’EE. Certaines études ont exposé les souris à l’EE depuis leur sevrage jusqu’à 
l’âge des troubles cognitifs (Cotel et al 2012 ; Cracchiolo et al, 2007, Hering et al 2009, Jankowski et 
137 
 
 
al, 2005). D’autres ont utilisé des souris âgées présentant déjà les symptômes de la pathologie 
(Arendash et al., 2004; Mirochnic et al., 2009; Valero et al., 2011). Ces travaux ne définissent donc 
pas de périodes sensibles de la vie de l’animal au cours desquelles l’EE va permettre de construire une 
réserve cognitive. Elles ne permettent pas non plus de caractériser les effets à long terme de l’EE. 
Notre étude a examiné pour la première fois cette question et montre deux choses : toutes les périodes 
d’enrichissement environnemental n'induisent pas les mêmes effets, et certaines sont plus efficaces 
pour restaurer les déficits mnésiques. Il est toutefois difficile de comparer nos résultats aux autres 
études. Le paradigme de l’EE correspondant à une association complexe de stimuli inanimés et de 
stimulations sociales, l’interaction de multiples facteurs est probablement nécessaire pour initier les 
changements structurels et fonctionnels. Le manque de standardisation de l’EE d’une étude à l’autre 
peut être à l’origine de divergences entre les résultats : les cages n’ont pas la même taille, les objets 
constituant l’EE ne sont pas les mêmes, et ne sont pas renouvelés avec les mêmes fréquences. De plus, 
le nombre d’individus dans l’EE, l’équipement de l’EE en roues, ou encore les conditions 
d’hébergement du groupe contrôle (isolé ou en groupe), varient d’une étude sur l’autre. La présence de 
roue est par exemple un facteur important car il concerne l’activité physique. Or, il est connu que 
l’activité physique augmente la neurogenèse, et plus particulièrement la prolifération cellulaire, qu’elle 
augmente la LTP dans le gyrus denté, et même améliore les performances d’apprentissage spatial en 
piscine de Morris (Hopkins et al., 2011; Marlatt et al., 2012; van Praag et al., 1999; Vivar et al., 2012). 
Cet effet bénéfique de l’exercice sur les performances mnésiques a également été trouvé chez des 
souris modèles de la MA (Adlard et al., 2005; Nichol et al., 2007). Il est donc difficile de distinguer les 
effets bénéfiques de l’environnement enrichi des effets de l’activité physique. La diversité des effets 
cellulaires cérébraux et périphériques de ces deux paramètres empêchent la recherche d’une cible 
particulière à l’origine de l’effet pro-mnésique. Certaines études distinguent désormais ces deux 
paramètres et obtiennent des effets bénéfiques différents entre l’EE sans roue, l’activité physique seule 
ou bien les deux réunis (Cracchiolo et al., 2007; Madronal et al., 2010; Mirochnic et al., 2009; 
Mustroph et al., 2012). Nous avons fait le choix de ne pas placer de roue dans le dispositif, 
développant ainsi un modèle de réserve cognitive centré essentiellement sur un enrichissement social 
et cognitif. Il convient toutefois de noter que les cages d’enrichissement que nous avons utilisées sont 
plus grandes que les cages standards des souris contrôles. Nous ne pouvons donc pas exclure un effet 
de l’exercice physique par augmentation des déplacements dans la cage dans notre étude. Une mesure 
des déplacements (et donc de l’activité physique) dans les cages d’EE aurait été utile pour vérifier si 
l’activité des souris était la même entre tous les animaux d’un même âge et entre les groupes d’âge 
différents.  
 
138 
 
 
L’environnement enrichi tardif, lorsque la pathologie est installée, a également des effets 
bénéfiques 
 L’exposition tardive à l’EE (c'est-à-dire à 10 mois, âge auquel apparaissent des dépôts 
amyloïdes et de forts déficits de mémoire) semble avoir un effet limité sur les performances mnésiques 
(testées en piscine de Morris). Cependant, nous avons observé des effets bénéfiques sur d’autres 
anomalies cognitives comme : l’hyperactivité, la désinhibition comportementale et l’évaluation des 
risques. Même si la stimulation de l’activité cérébrale par l’environnement chez des souris étant à un 
stade avancé de la pathologie amyloïde est incapable d’induire la totalité des changements du cerveau 
à l’origine d’améliorations cognitives, elle exerce tout de même des effets bénéfiques. D’ailleurs, des 
études ont montré que l’exposition durant 6 semaines à l’EE avait un fort potentiel anxiolytique 
notamment par la baisse d’expression dans l’amygdale, du récepteur au CRF (corticotropin-releasing 
factor), un facteur libéré par l’hypothalamus en condition de stress chez des souris saines jeunes 
(Sztainberg et al., 2010). Ce résultat peut être mis en parallèle avec l’altération de l’évaluation du 
danger observée chez les souris Tg2576 (révélée en labyrinthe surélevé en croix) et qui est restaurée 
lorsque les jeunes souris sont exposées durant 10 semaines à l’EE. En effet, des études précédentes ont 
montré que l’EE diminue la recherche de nouveautés et favorise l'efficacité d'exploration à la suite de 
stimulations sensorielles environnementales, plutôt que d’augmenter de l'anxiété (Zambrana et al., 
2007; Zhu et al., 2006). Une moindre activité physique (déplacements dans la cage) des souris âgées 
peut également être à l’origine d’un effet bénéfique plus limité sur leurs performances mnésiques.  
 Les souris Tg2576 âgées ne sont donc pas insensibles à l’EE, leur cerveau étant encore doué 
d’une plasticité permettant de résister à certaines altérations comportementales associées à la MA. Il 
est intéressant de noter que ce groupe de souris a été testé en comportement dans les jours ayant suivi 
la sortie de l’EE, contrairement aux souris exposées à l’EE à l’âge de 3 mois, testées 7 mois après leur 
sortie de l’EE. On ne peut donc pas exclure que cet effet bénéfique de l’EE à l’âge de 10 mois sur le 
comportement ne soit que de court terme. 
 
Déséquilibre excitation/inhibition dans le gyrus denté de l’hippocampe et épilepsie probable chez 
les Tg2576 
 Nos travaux ont également révélé un remodelage des réseaux neuronaux de l’hippocampe chez 
les souris Tg2576 dès l’âge de 5 mois, grâce à une méthode immunohistochimique développée par J.J 
Palop (Palop et al., 2011). Une augmentation de l’expression du Neuropeptide Y (neurotransmetteur 
des interneurones GABAergiques inhibiteurs) a été observée, ainsi qu’une baisse globale de 
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l’expression de protéines Calbindine et Arc (impliquées dans l’activité neuronale) par les cellules 
granulaires. Ces profils d’expression sont des caractéristiques de modifications fonctionnelles de 
l’hippocampe et ont été décrits dans les modèles murins de la MA, les souris APPJ20 et les APP/PS1 
(Minkeviciene et al., 2009; Palop et al., 2003; Palop et al., 2005; Palop et al., 2007; Verret et al., 
2012). Ils pourraient refléter un déséquilibre de l’excitation et de l’inhibition induit par le peptide 
amyloïde. De plus, à chacun des âges étudiés, certains individus présentent une expression ectopique 
de NPY dans leurs fibres moussues. Ceci a été observé dans d’autres modèles murins de la MA 
(Minkeviciene et al., 2009; Palop et al., 2007). Ce marquage est une caractéristique particulière que 
l’on observe dans l'hippocampe des rongeurs chez lesquels on a induit des crises épileptiques 
(pharmacologiquement ou électriquement) (Vezzani et al, 1999, Sperk, et al 1992, Sharfman et Gray 
2006). Nous pouvons donc penser que les souris Tg2576 présentent une activité épileptiforme 
spontanée, voire des crises d’épilepsie, c'est-à-dire une importante activité neuronale synchronisée 
aberrante. Cette hypothèse est soutenue par le fait que chez l’Homme, les personnes atteintes de la MA 
ont trois fois plus de risque de présenter des crises d’épilepsie par rapport à des personnes saines du 
même âge (Amatniek et al., 2006). Si le peptide amyloïde (notamment sa forme soluble) est suspecté 
dans l’induction d’évènements épileptiques (Busche et al., 2012; Palop and Mucke, 2010a), la 
contribution de ces crises aux atteintes mnésiques et au déclin cognitif reste à déterminer. Bien qu’il 
ait déjà été montré que les souris Tg2576 jeunes adultes (moins de 3 mois) ont une sensibilité accrue 
aux crises d’épilepsie lorsqu’elles sont induites pharmacologiquement (injection de pentylenetetrazol) 
(Westmark et al., 2008), il serait intéressant de vérifier si les souris Tg2576 présentent une activité 
épileptique spontanée par des enregistrements électroencéphalographiques (EEG). Au laboratoire, un 
suivi EEG sera réalisé chez les souris Tg2576 afin de déterminer l’âge d’apparition d’une activité 
épileptiforme et leur évolution avec le vieillissement. Les expériences en cours montrent que ces 
souris pourraient présenter ce type de dysfonction neuronale dès l’âge de 3 mois. Cela suggère qu’un 
déséquilibre de l’activité du réseau neuronal se met en place bien avant les troubles cognitifs et le 
dépôt de plaques amyloïdes. 
 
Extrapolation à l’Homme 
Stimulations environnementales chez l’Homme 
Les atteintes précoces de la neurogenèse hippocampique observées chez les souris modèles de la 
MA (à l’âge de 3 mois) suggèrent que, chez l’Homme, des atteintes non détectables pourraient 
survenir bien avant le diagnostic de la pathologie. Chez les sujets humains, on sait notamment que des 
troubles mnésiques ou comportementaux discrets peuvent débuter des années avant le diagnostic 
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(Selkoe 2002). Ainsi, l’installation insidieuse des premiers symptômes cognitifs peut être considérée 
comme le point de départ d’une démence de type Alzheimer. Les mécanismes de compensation 
neuronaux ne sont plus suffisants pour contrecarrer les lésions cérébrales et la personne commence à 
manifester des premiers troubles symptomatiques de la MA.  
Chez l’Homme, les effets bénéfiques d’un environnement riche en stimulations cognitives et 
sociales observés dans les études épidémiologiques pourraient être attribuables à la fois à la protection 
contre l’apparition de la maladie (réduction de la probabilité de développer la MA) et à la résistance 
face aux lésions neuropathologiques (Iacono et al., 2009; Karp et al., 2004; Landau et al., 2012; Tyas 
et al., 2001). Dans ces études, les cas de MA observés étaient des personnes atteintes de la forme 
sporadique de la MA, forme concernant plus de 95% des patients. Il est raisonnable de penser que les 
influences environnementales jouent un rôle beaucoup plus important dans l'étiologie de la forme 
sporadique que de la forme génétique de la MA. Or, dans notre étude, nous avons utilisé des souris 
Tg2576 qui portent de multiples copies du gène APP humain muté. Le transgène est présent en de 
nombreuses copies dans le génome des souris, sous le contrôle d’un promoteur fort (promoteur du 
prion de hamster) (Hsiao et al, 1996). Ces souris sont donc génétiquement conçues pour développer la 
MA avec l’âge et miment les formes familiales de la maladie plutôt que les formes sporadiques. 
Malgré tout, l’exposition à l’EE a été suffisante pour induire une récupération des fonctions mnésiques 
chez ces souris et réduire la charge en plaques amyloïdes. Cela suggère qu’en manipulant la 
complexité de l’environnement social, cognitif et sensoriel, il serait possible de mettre en place et 
renforcer les mécanismes de compensations innés, capables de retarder la maladie supposée 
inexorable.  
La question de la contribution relative des composantes sociales, physiques et cognitives à la 
protection cérébrale et neuronale peut être soulevée. Cracchiolo et al. (2007) ont constaté que 
l’augmentation de l’activité cognitive semble davantage nécessaire que les activités sociales et/ou 
physique pour protéger contre les déficiences cognitives chez les souris modèles de la MA. Ces 
données soulignent la nécessité de prendre en considération les diverses composantes de l’EE afin de 
concevoir des programmes de réhabilitation efficaces pour les patients atteints de la MA. La mise en 
œuvre de stratégies de stimulations sociales, cognitives ou physiques chez des individus jeunes et 
sains, dans le but de prévenir la survenue possible de la MA des années plus tard, impliquerait 
d’étendre ces mesures à toute la population. Les contraintes logistiques et financières de telles 
dispositions rendent l’idée irréalisable. Par contre, la mise en évidence d’une fenêtre de temps 
optimale pour l’influence de l’environnement, et surtout l’identification des voies cellulaires et 
moléculaires à l’origine de la réserve cognitive, permettraient de faciliter la mise en place de mesures 
et le développement de traitements préventifs. 
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Concernant l’effet bénéfique de l’EE, à un âge tardif, sur les atteintes comportementales que 
nous avons observées, et en transposant cela aux patients atteints de la MA, des stimulations de 
l’activité cérébrale par un environnement stimulant et une vie sociale soutenue pourraient constituer 
un moyen non pas thérapeutique mais palliatif aux symptômes comportementaux et psychologiques 
(l’anxiété, l’apathie ou l’agitation, etc…). Ainsi, la stimulation de l’activité mentale et physique des 
patients atteints de la MA et des personnes âgées ne doit pas être sous-estimée, et pourrait être utilisée 
comme une méthode d’amélioration de l’état général des personnes. Dans les maisons de retraites et 
les centres d’accueil des patients atteints de la MA, diverses méthodes sont déjà employées pour 
« enrichir » l’environnement des patients en stimulations sensorielles, sociales et cognitives. Les 
principales interventions non médicamenteuses sont centrées sur l’activité cognitive et sociale (jouer 
aux cartes, quizzes…), les stimulations sensorielles (luminothérapie, aromathérapie…) ou encore 
l’activité physique (aérobie, gymnastique douce…) (Dorenlot, 2006). Certains centres d’accueil des 
patients proposent par exemple des stimulations environnementales grâce à des salles « snozelen ». Il 
s’agit de pièces conçues pour stimuler sensoriellement les personnes à l’aide d’effets lumineux, de 
jeux de couleurs, de sons, de musique, de parfums, de textures, connus pour leurs effets positifs sur les 
personnes atteintes de handicaps mentaux sévères (Fava and Strauss, 2010; Hotz et al., 2006). 
Cependant, les recherches sur les bénéfices apportés par de telles pratiques chez les patients atteints de 
la MA sont rares et les résultats sur les performances de mémoire montrent des effets mitigés (Letts et 
al., 2011; Padilla, 2011). Selon l’étude ANAES (Agence Nationale d’Accréditation et d’Evaluation de 
la Santé) (2003), les thérapies non médicamenteuses pourraient toutefois induire une amélioration 
globale des fonctions cognitives et des troubles comportementaux (l’anxiété, la dépression, la 
communication, l’attention), la réduction du stress, la préservation de l’autonomie fonctionnelle et la 
préservation des liens et échanges sociaux (ANAES, 2003). En l’absence de traitements 
médicamenteux réellement efficaces sur l’évolution de la maladie, l’intérêt de ces méthodes sur 
l’amélioration des troubles associés à la MA ne doit donc pas être négligé. 
 
Réserve cérébrale in vivo 
Une variabilité assez importante a été observée chez les sujets âgés, en ce qui concerne leurs 
capacités cognitives et l'activation cérébrale en fonction des performances. Dans les études cliniques 
en IRMf (Imagerie par Résonnance Magnétique fonctionnelle) ou en PET il s’agit tantôt d'hypo-
activation (Johnson et al., 2006; Machulda et al., 2003), tantôt d'augmentation de l'activité de 
l’hippocampe et de structures corticales chez des patients atteints de la MA ou susceptibles de la 
développer, par rapport à des témoins du même âge (Celone et al., 2006; Dickerson et al., 2005; 
Pariente et al., 2005; Quiroz et al., 2010; Yassa et al., 2010). Par exemple, Bookheimer et al. (2000) 
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ont montré en IRMf que l'ampleur et l'étendue de l'activation du cerveau lors de tests de mémoire, 
dans les régions touchées par la maladie d'Alzheimer, y compris l’hippocampe, les régions pariétales 
et préfrontales, étaient supérieures chez les personnes non démentes prédisposées à développer la MA 
(porteurs de l'allèle APOE4 par rapport porteurs de l'allèle APOE3) (Bookheimer et al., 2000). Les 
patients présentent des variations d’activation cérébrale qui traduisent l’utilisation de réseaux 
neuronaux différents. Cela suggère que l’utilisation de réseaux neuronaux alternatifs permettrait de 
compenser les défauts fonctionnels et maintenir les performances cérébrales (Buckner, 2004; Pariente 
et al., 2005). Ces voies de compensation pourraient être d’autant plus efficaces pour compenser les 
déficits cognitifs que les individus présentent une forte réserve cognitive (Kalpouzos et al., 2008; Stern 
et al., 2003). Par exemple, lors d’une tâche mnésique, une mesure du débit sanguin par TEP 
(Tomographie par Emission de Positrons) chez des patients atteints de la MA a montré que certaines 
régions cérébrales (cortex cingulaire) étaient activées uniquement chez les personnes réussissant la 
tâche. Cela suggère que les individus pouvant recruter ce réseau auraient une réserve cérébrale plus 
importante permettant de compenser les atteintes cérébrales (Stern et al., 2000). Concernant 
l’hippocampe, une diminution de son activation caractérise généralement les patients atteints de la MA 
par rapport aux sujets contrôles (Celone et al., 2006; Fouquet et al., 2007). Mais une activation 
importante de l’hippocampe est observée chez les patients atteints de la MA qui réussissaient une 
tâche d’encodage et de rappel de l’information, reflétant une réserve cognitive élevée (Scarmeas et al., 
2004). Cette suractivation hippocampique pourrait témoigner d’un phénomène de compensation 
pouvant générer des performances similaires aux sujets sains, ou encore être la conséquence de 
modifications biologiques liées à la maladie (réorganisation du réseau neuronal hippocampique, 
augmentation de la neurogenèse au sein de cette structure). L’hippocampe semble donc jouer un rôle 
notable dans la réserve chez les patients atteints de la MA. Cette réserve cognitive peut donc être 
définie de la manière suivante : d’une part, elle représente la capacité d’optimiser ses performances par 
le recrutement accru du réseau cérébral normalement impliqué, et, d’autre part, elle traduit le 
recrutement de réseaux cérébraux différents et/ou l’utilisation de stratégies cognitives alternatives 
(Kalpouzos et al., 2008). 
 
Perspectives 
 Les études épidémiologiques indiquent que l’éducation, l’activité physique et mentale à un âge 
précoce protègent contre l’expression des symptômes cliniques de la MA. Notre étude sur l’effet de 
l’EE montre que ces résultats peuvent être reproduits chez des souris modèles de la MA. Cela ouvre de 
nouvelles perspectives de recherches sur les substrats neurobiologiques de la réserve cognitive. 
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 Afin de progresser dans la compréhension des mécanises de survenue et de développement de la 
MA, ainsi que dans la mise en évidence des cibles potentielles de protection, nous souhaitons 
examiner par quels mécanismes le séjour en milieu enrichi retarde l’apparition des marqueurs 
neuropathologiques et des troubles comportementaux lors du vieillissement. Nous proposons que les 
effets bénéfiques et durables de l’environnement enrichi pourraient reposer sur des modifications à 
long terme de l’organisation et du fonctionnement cérébral. Ces modifications pourraient avoir lieu à 
différents niveaux allant du niveau moléculaire (comme les modifications épigénétiques) au 
fonctionnement cérébral global. 
 
 Substrats moléculaires de réserve cognitive : les modifications épigénétiques 
 Les modifications épigénétiques sont des modifications des protéines associées à l’ADN 
contrôlant l’expression des gènes, sans changement des séquences des gènes. Les principaux acteurs 
qui contrôlent l’expression des gènes sont les protéines histones qui sont soumises à une variété de 
modifications post-traductionnelles dont l'acétylation, la méthylation, la phosphorylation. Ces 
modifications post-traductionnelles peuvent modifier l’organisation de la chromatine et accroître ou 
diminuer l'accessibilité des gènes pour les protéines régulatrices de la transcription. Le contrôle 
épigénétique de l’expression des gènes est à l’origine des différences de phénotypes entre deux 
organismes ou cellules partageant le même génome. Les facteurs épigénétiques peuvent être modulés 
au cours de la vie par le comportement maternel, l’alimentation, les traumatismes, la consommation de 
drogues et l’addiction, les pesticides et composés plastiques, l’environnement, etc… (Miller, 2010; 
Weaver et al., 2004). Ces modifications peuvent perdurer pendant des jours et mêmes des années chez 
un individu, et également être transmises aux descendants. Par exemple, l’amélioration des 
performances mnésiques suite à l’exposition à un EE peut être transmise aux descendants, sans 
réexposition à l’EE (Arai and Feig, 2011). Des études sur le vieillissement ont montré que les animaux 
âgés présentaient une perte d’acétylation d’histones par rapport aux animaux jeunes au niveau de 
l’hippocampe, et que cette désacétylation corrèle avec les déficits de mémoire (Peleg et al., 2010). Les 
souris modèles de la MA, notamment les Tg2576, présentent également une baisse de l’acétylation des 
histones et un inhibiteur des désacétylases permet de restaurer les déficits de mémoire (Ricobaraza et 
al., 2009; Ricobaraza et al., 2011; Ricobaraza et al., 2012). Dans notre étude portant sur l’EE, les 
effets bénéfiques de l’EE ont été induits chez des souris jeunes et leur ont permis de résister à la 
pathologie des mois plus tard, alors que les souris n’étaient plus exposées à l’EE. Dans le futur, il 
faudra déterminer si les Tg2576 exposées à l’EE présentent des remodelages de la chromatine dans 
l'hippocampe et des régions corticales, à l’origine des effets bénéfiques sur les performances 
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mnésiques. Dans cette perspective, j'ai réalisé des prélèvements de tissu cérébral (hippocampe, cortex 
entorhinal, préfrontal) chez les souris Tg2576 exposées à l’EE, et des extractions d’histones seront 
réalisées pour évaluer leurs niveaux d’acétylation par Western blot. La technique de précipitation de la 
chromatine permettra d’examiner les régulations épigénétiques de gènes candidats potentiels, comme 
des facteurs neurotrophiques (BDNF) ou des protéines de plasticité (protéines des compartiments pré- 
et post-synaptiques). Ces gènes pourraient être les médiateurs de l’effet bénéfique à long terme de 
l’EE sur les performances mnésiques. Des protéines de plasticité et de fonctionnement synaptique 
devraient être surexprimées par l'acétylation des histones (Fischer et al., 2007), et elles pourront donc 
être examinées par immunoblot sur les échantillons cérébraux prélevés. Nous pensons qu’une 
augmentation de l’acétylation des histones pourrait être à l’origine d’une augmentation de la 
transcription de protéines de plasticité, conférant ainsi au cerveau des propriétés de plasticité et de 
fonctionnement synaptique pour maintenir les fonctions cognitives malgré la progression de la 
pathologie. 
 
 Etude de la vascularisation 
 Parmi les médiateurs cellulaires de la réserve cognitive, nous envisageons de nous intéresser au 
réseau vasculaire. En effet, il a été montré que l’EE peut promouvoir l’angiogenèse (Ekstrand et al., 
2008; Herring et al., 2008). Une vascularisation plus développée pourrait améliorer la disponibilité en 
glucose et en facteurs immunitaires pour les neurones. Les patients atteints de la MA présentent une 
incidence accrue aux lésions cérébrales vasculaires, notamment dans les stades précoces de la maladie 
(de la Torre, 2004). Ces lésions pourraient être une des causes de la démence (Snowdon et al., 1997; 
Vermeer et al., 2003). Les patients présentent également une angiopathie amyloïde cérébrale (AAC) 
qui se caractérise par un dépôt amyloïde au niveau des parois des artérioles corticales (Jellinger, 
2002). Cette atteinte compromet l’intégrité de la barrière hémato-encéphalique (Farkas and Luiten, 
2001; Khalil et al., 2007). Dans les modèles murins de la MA, une AAC responsable de 
dysfonctionnement vasculaire a été observée (Park et al., 2008; Shin et al., 2007), comme par exemple 
un défaut de vasodilatation (Park et al., 2004; Tong et al., 2005). Chez les souris APP/PS1, une 
accumulation de peptide amyloïde au niveau du réseau cérébro-vasculaire débute en même temps 
qu’un dépôt de plaques amyloïdes (El Tannir El Tayara et al., 2006). À l'heure actuelle, nous ne 
connaissons rien de ces dysfonctionnements chez les souris Tg2576. Nous avons débuté des 
expériences en collaboration avec N. Macrez (de l’institut des maladies neurodégénératives de 
Bordeaux) qui s’intéresseront à la vascularisation, dans le but d’examiner si une amélioration de l’état 
de la vascularisation est un support biologique de la réserve cognitive.  
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 En conclusion, l’ensemble des travaux présentés dans ce manuscrit de thèse, en association avec 
les données de la littérature, suggère que la neurogenèse adulte et le remodelage du réseau neuronal 
constituent une forme de plasticité cérébrale impliquée dans les fonctions cérébrales, en particulier 
dans l’hippocampe. Cette plasticité cérébrale est altérée dans le cas de la maladie d’Alzheimer et peut 
ainsi contribuer aux défauts de fonctionnement de l’hippocampe et aux déficits mnésiques. Nous 
avons montré que des stimulations environnementales permettent de retarder l’apparition des 
symptômes de la MA. Il reste à déterminer si cet effet protecteur est induit par un rétablissement de la 
neurogenèse et du fonctionnement de l’hippocampe, et par la mise en place de processus de protection 
contre les atteintes cellulaires. Dans le futur, le développement de stratégies expérimentales induisant 
une réserve cognitive pourrait constituer un atout pour le traitement des maladies neurodégénératives. 
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Abréviations 
Aβ: Peptide β amyloïde 
ANOVA: Analyse de variance 
APP: Protéine Précurseur de l’amyloïde 
Arc: Activity Regulated Cytoskeletal-associated protein 
BrdU: Bromodéoxyuridine 
CA1/2/3 : Champs Amoniens 1/2/3 
CB : Calbindine 
CCG: Couche de Cellules Granulaires 
DCX: Doublecortine 
EE: Environnement Enrichi 
EEG: Electroencéphalogramme 
LCR/CSF : Liquide Céphalo-Rachidien/CerebroSpinal Fluid 
LTP : Long term potentiation 
GABA: Gamma Amino Butyric Acid 
GD: Gyrus Denté 
GFAP: Glial Fibrillary Acidic Protein 
GFP: Green Fluorescent Protein 
IR: Immunoréactivité 
IRMf : Imagerie par Résonnance Magnétique fonctionnelle 
MA: Maladie d’Alzheimer 
MCI: Mild Cognitive Impairment 
ML: Molecular Layer 
NeuN: Neuronal Nuclei 
NPY: Neuropeptide Y 
NTg: Non Transgénique 
PIB : Pittsburgh Compound B 
TEP: Tomographie par Emission de Positrons 
Tg : Transgénique 
Vref: Volume de Référence 
ZSG: Zone Sous Granulaire 
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Hippocampal alterations and age-related cognitive recovery induced by environmental 
enrichment Tg2576 mice models of Alzheimer's disease 
 
Abstract 
To understand the cellular mechanisms underlying the development of Alzheimer's disease (AD), we 
used transgenic mice (Tg2576) that develop phenotypic alterations mimicking some aspects of AD. 
We found that during the development of AD, hippocampal neurogenesis is impaired in young 
Tg2576 mice and a remodeling of the neural network of the hippocampus may contribute to memory 
deficits. On the other hand, environmental factors have been suggested to impact the risk and 
development of AD. The "cognitive reserve" hypothesis proposes protective effects of complex 
experiences, such as sustained cognitive engagement, against dementia. We found that transient 
enriched housing of young mice to an enriched environment restores memory performance and 
decreases senile plaque formation in neo-cortical areas. 
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Altérations cellulaires hippocampiques liées à l’âge et récupération cognitive induite par un 
enrichissement environnemental chez les souris Tg2576 modèles de la maladie d’Alzheimer 
 
Résumé 
Afin comprendre les mécanismes cellulaires qui sous-tendent le développement de la maladie 
d’Alzheimer (MA), nous avons utilisé des souris transgéniques (Tg2576) qui développent des 
altérations phénotypiques mimant certains aspects de la MA. Nous avons révélé qu’au cours du 
développement de la MA, la neurogenèse hippocampique est altérée chez les jeunes souris Tg2576 et 
qu’un remodelage du réseau neuronal de l'hippocampe pourrait contribuer aux déficits de mémoire. 
D’autre part, il a été suggéré que les facteurs environnementaux pourraient diminuer le risque de 
développer la MA chez l’Homme. L’hypothèse de la «réserve cognitive» propose que les stimulations 
cognitives induisent des modifications durables du cerveau, le rendant plus résistant à la démence et 
aux atteintes cellulaires. L’exposition précoce des souris à un environnement enrichi restaure les 
performances de mémoire et réduit la formation de plaques amyloïdes dans le cerveau. 
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